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随 着 生物 化 学 的 发 展 和 生物 化 学 教学 内 容 的 不 断 丰 富 ，, 作 为 
生物 化 学 教学 的 一 个 重要 方面 一 一 生物 化 学 实验 也 在 不 断 更 新 与 
提高 。1988 年 ,我 们 编写 了 一 本 生物 化 学 实验 讲义 作为 本 科 生 的 
实验 教材 。 自 那 时 以 来 ,我 们 对 实验 内 容 进 行 了 多 次 修改 和 补充 ， 
并 专门 组 织 人 员 对 新 的 实验 内 容 进行 了 检验 。 这 次 正式 出 版 的 生 
物化 学 实验 就 是 在 这 些 工作 的 基础 上 并 参考 了 国内 外 的 生化 实验 
教材 编写 而 成 的 。 

在 这 本 生物 化 学 实验 教材 中 ,我们 做 了 一 些 大 胆 尝 试 : 员 去 掉 
了 许多 定性 和 验证 性 实验 ,加 大 了 定量 分 析 的 内 容 ;@ 在 同一 项 目 
实验 中 ,同时 介绍 多 种 方法 ,以 便 让 学 生根 据 材 料 对 能 达到 同一 目 
的 的 方法 进行 分 析 比 较 ;G) 以 从 材料 到 结果 及 分 析 为 主线 ,分 层 
次 \ 有 步骤 地 介绍 实验 方法 和 技术 ,使 学 生 有 一 个 完整 的 实际 锻炼 
过 程 , 有 利于 培养 学 生 的 设计 、 分 析 能 力 以 及 独立 工作 能 力 。 我 们 
希望 这 些 尝试 能 得 到 学 生 的 认可 。 

本 实验 教材 共计 67 个 实验 ,内 容 覆 盖 了 当今 生物 化 学 研究 中 
常用 的 方法 与 技术 。 大 多 数 实验 是 由 李 如 亮 编写 的 , 吴 志 平 、 王 延 
枝 和 张楚 富 也 参与 了 实验 编写 。 刘 利 东 、\ 张 西平 及 李 曼 铭 参 与 了 一 
些 实验 工作 。 全 书 由 李 如 亮 和 张楚 富 统 稿 。 

书 中 的 插图 由 陈 宝 联 和 王 莉 娟 绘制 ,生化 教研 室 的 老师 们 
对 该 书 的 编写 与 出 版 给 予 了 很 多 支持 。 在 此 ,我 们 一 并 表示 谢 
意 。 
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I.Molish 反应 a- 2B RR Be 

—~ 5 

68 Ze UE ii PR a Ke th PAY YE FAP BR KE RE RAT HE D 
者 与 o- 蔡 酚 作 用 形成 紫红 色 复 合 物 , 在 糖 液 和 浓 硫 酸 的 液 面 间 形 
成 紫 环 。 自 由 存在 和 结合 存在 的 糖 均 呈 阳性 反应 。 此 外 ,各 种 糠 醛 
衍生 物 葡萄糖 醛 酸 以 及 丙酮 .甲酸 和 乳酸 均 呈 颜色 近似 的 阳性 反 
应 。 它 是 鉴定 糖 类 存在 与 否 的 简便 方法 。 


二 4 试 许 - 

Molish 试剂 : 取 5ga- 蔡 酚 用 95% 乙 醇 溶解 至 100ml, 临 用 前 
配制 , 标 色 瓶 保 存 。 

1%% 葡 萄 糖 溶 液 ; 1% FER PA MR ; 1% VE DAM . 


三 、 操 作 方 法 

取 试 管 , 编号, 分别 加 入 各 种 待 测 糖 溶 液 1ml, 然 后 加 2 Hi 
Molish 试剂 , 播 匀 。 倾 斜 试管 , 沿 管 壁 小 心 加 入 约 lml RRM, 
勿 摇动 ,小 心 竖 直 后 仔细 观察 两 层 液 面 交界 处 的 颜色 变化 .用 水 代 
蔡 糖 溶液 ,重复 一 遍 , 观 察 结 果 。 记 录 各 管 中 出 现 的 颜色 。 


I. &BmMR 


— AE 
AYR IR TE FA 4E RE TE DH Sl A (10-9, 10- 
DAR FAERBREARSD. 


— ital 
a A A RK HL 0. 2g AAPA TF 100ml 浓 硫 酸 中 ,当日 配制 。 
待 测 糖 溶液 , 同 Molish 试验 。 


三 、 操 作 方 法 
取 试 管 , 编 号 , 均 加 入 约 2ml BSR. AS SI 5 滴 各 
种 符 测 糖 溶液 ,充分 混 匀 ,观察 各 管 颜色 变化 并 记录 。 


I. 酮 糖 的 Seliwano 人 反应 


— FE 

Wel bE ZEA TE A ERE Be Sa HE 
酚 作 用 生成 鲜红 色 复 合 物 。 反 应 仅 需 20 一 30 秒 。 醛 糖 在 浓度 较 高 
时 或 长 时 间 者 沸 ， 也 能 产生 阳性 到 应 。 


二 、 试 剂 本 

Seliwanoff -试剂 ;0.5g JRC BMBWF 1 ABRAZO: HCl= 
2: 1)C(V/V) >, ihe FA Bi Bc Hil. ; 

4% i BEAR 1 A 1 PE 


= BEAR 
取 试 管 , 编 号 ,各 加 入 Seliuanoff 试剂 1ml。 再 依次 分 别 加 和 人 


待 测 糖 溶液 各 4 滴 , 混 匀 ,同时 放 人 沸水 洽 中 ,比较 各 管 颜 色 的 变 
化 过 程 ， 


WV. Tollen 试验 


— RE 

13 We Pe WR HE FDS IB kc EJ ST A = 
FEAT MR. AL MIRAE ST RAE RS AOE AL 
Wit) Be RE WS ED HE BA 4 AL LS A BE 


二 、 试 剂 

Tollen 试剂 :2% 间 葵 三 酚 乙 醇 (95% ) 洲 液 3ml,RAMAM 
盐酸 15ml 及 蒸馏水 9ml 即 成 , 需 临 用 前 配制 。 

待 测 糖 溶 液 :1% 阿 拉 伯 糖 ;1% 半 乳糖 ;1%% 和 葡萄糖 。 


三 、 操 作 方 法 
滴 待 测 糖 浴 液 后 混 匀 ， 置 沸水 浴 中 加 热 , 观 察 颜色 变 化 及 次 序 。 


V . Benedict 试验 


一 、 原 理 

Benedict 试剂 和 Fehling 试剂 ( 费 林 试 剂 ) 均 为 含 Cu 一 的 碱 性 
溶液 ,能 使 还 原 糖 氧化 成 酸 类 化 合 物 ,而 其 自身 被 还 原 成 红色 或 黄 
色 的 Cu2O。 

这 两 个 方法 常用 作 还 原 糖 的 定性 或 定量 试验 。Benedict 试剂 
利用 柠檬 酸 作 为 Cu 的 络 合剂 ,其 碱 性 较 Fehling 试剂 弱 ,灵敏 度 
高 ,干扰 因素 少 。 


二 、 试 剂 

Benedict 试剂 :将 170g FF & BF CNa;C,H;O, * 11H,0O) 和 
100g 无 水 碳酸 钠 溶 于 800ml 水 中 , 另 将 17g 硫酸 铜 溶 于 100m! 热 
水 中 。 将 硫酸 铜 溢 液 缓 缓 倾 人 柠檬 酸 钠 -碳酸 钠 溶液 中 , 边 加 边 搅 ， 
最 后 补足 至 1000ml( 如 有 沉淀 需 过 滤 ,可 长 期 使 用 ) 。 

待 测 糖 溶液 :1% 葡 萄 糖 溶液 ;1% 莽 糖 溶液 ;1% 演 粉 溶液 。 


= REE 
加 2ml Benedict 试剂 和 lml 待 测 糖 溶液 于 试管 中 * 沸 水 浴 中 
MAS 分 钟 , 取 出 后 冷却 ,观察 各 管 中 的 颜色 变化 。 


Vi. Barford 试验 


— A 

单 糖 在 弱酸 性 溶液 中 具有 还 原作 用 。Barford 试剂 为 弱酸 性 。 
单 糖 在 Barford 试剂 的 作用 下 能 将 Cu 还 原 成 砖 红 色 的 氧化 亚 
铜 , 时 间 约 3 分 钟 。 但 CuzO 沉淀 量 少 ,应 观察 试管 底部 的 CazO0 沉 
淀 。 还 原 二 糖 在 20 分 钟 左 右 也 可 产生 阳性 反应 。 非 还 原 性 三 糖 经 
水 解 后 也 可 产生 阳性 反应 。 


二 .试剂 

Barford 试剂 :16.7g 乙酸 铜 溶 于 近 200ml 水 中 Hi 1. 5ml 冰 
Aa RE AB 250ml 即 可 。 

待 测 糖 溶 液 :1%% 葡 萄 糖 ;1. 0% 蔗糖 ;1% 淀 粉 溶液 。 


三 \ 操 作 方 法 
分 别 加 入 2ml Barford 试剂 和 lml 待 测 糖 溢 液 于 试管 中 ,者 
沸 2 一 3 分 钟 ,放置 20 分 钟 以 上 ,比较 各 管 颜色 变化 ， 


实验 二 ， 还 原 糖 的 测定 


还 原 糖 是 指 含有 自由 醛 基 和 酮 基 的 单 糖 类 以 及 某 些 二 糖 , 如 
乳糖 麦芽糖。 

糖 的 测定 方法 有 物理 法 (如 折光 率 、 比 旋 度 的 变化 ) 和 化 学 法 ， 
其 中 以 化 学 法 常用 且 准 确 。 

还 原 糖 的 定量 测定 基础 是 :在 碱 性 溶液 中 还 原 糖 能 将 二 价 铀 
离子 等 金属 离子 还 原 成 二 价 离子 ,而 糖 本 身 氧化 成 各 种 羟 酸 。 

利用 单 糖 、 双 糖 与 多 糖 的 溶解 度 不 同 可 把 它们 彼此 分 开 ,进而 
测 得 生物 材料 中 可 溶性 还 原 糖 的 多 少 。 利 用 酸 水 解法 使 没有 还 原 
性 的 双 糖 和 多 糖 彻 底 水 解 成 具有 还 原 性 的 单 糖 , 就 可 知道 生物 样 
品 中 的 总 糖 。 

在 介绍 糖 类 的 测定 方法 之 前 首先 谈 谈 生 物 材 料 的 处 理 问 题 。 
在 分 析 生 物 材 料 的 糖 类 物质 之 前 要 进行 预 处 理 , 所 谓 预 处 理 主要 
包括 四 不 方面 的 内 容 : 一 是 生物 材料 的 糖分 提取 ;二 是 除去 糖 测定 ， 
过 程 中 的 干扰 物质 ,诸如 植物 组 织 中 的 单 宁 、 色 素 、 蛋 白质 等 以 及 
动物 血液 中 的 蛋白 质 等 ;三 是 如 果 要 测定 低 聚 糖 或 多 聚 糖 , 则 要 对 
样品 进行 水 解 处 理 , 使 其 转化 为 单 糖 后 再 测定 ;四 是 在 必要 时 还 要 
对 生物 组 织 提 取 液 中 的 各 种 糖 类 进行 分 离 , 然 后 进行 测定 。 

1. 植物 材料 的 一 般 处 理 方法 

植物 材料 中 的 糖 存在 于 细胞 中 ,因此 必须 先 将 被 分 析 植 物 材 
料 进 行 研磨 ,使 之 成 糊 状 或 粉 状 物 ,然后 依据 糖 易 溶 于 水 这 一 性 
Wi, A — see HY EAB 7K IE TE 75~ 80°C 的 水 浴 上 加 热 1 小 时 ,再 
定 容 过 滤 , 取 滤液 测定 糖 的 含量 。 对 某 些 含有 大 量 淀粉 的 植物 材 
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料 ,在 用 水 提取 糖分 时 ,和 常会 使 其 部 分 或 全 部 地 带 人 到 提取 液 中 ， 
从 而 使 测定 结果 偏 高 ,此 时 可 用 25% 一 85%% 的 乙醇 回流 提取 约 30 
分 钟 , 提 取 几 次 后 合并 之 ,再 蒸 去 乙醇 ,用 水 定 容 后 再 测定 糖 的 含 
gt. , 

植物 材料 中 如 含有 其 它 的 还 原 性 物质 和 和 蛋 和 白质 时 ,可 用 10%% 
中 性 或 碱 性 乙酸 铅 溶液 沉淀 去 除 之 。 具 体 方法 是 将 乙酸 铅 一 滴 滴 
加 入 到 热 的 未 定 容 的 提取 液 中 , 待 沉 淀 完全 时 再 过 滤 。 向 滤液 中 再 
逐 滴 加 入 饱和 硫酸 钠 以 彻底 去 除 铅 , 滤 去 沉淀 后 定 容 ,再 测定 糖 含 
量 。 
如 果 要 测定 植物 材料 中 的 低 聚 糖 ,如 二 糖 、 三 糖 等 ,将 植物 材 
料 提 取 液 按 16 : 1(V/V) 加 入 2%HC1, 80°C 水 解 半 小 时 "再 用 物 
和 碳酸 钠 中 和 (以 甲 基 红 为 指示 剂 ), 然 后 再 用 乙酸 铅 除 和 蛋白质, 最 
后 测定 糖 含 量 。 用 此 糖 含 量 减 去 未 经 水 解 的 提取 液 含 糖 量 即 为 该 
液 的 低 聚 糖 量 。 

淀粉 含量 的 测定 首先 是 将 植物 材料 磨 碎 后 称 量 ; 如 类 3%HCl 
在 沸水 浴 中 水 解 1 一 2 小 时 ,使 淀粉 彻底 水 解 , 冷 却 后 用 10 多 % 
NaOH 中 和 至 中 性 。 再 按 前 述 方法 除去 干扰 物质 后 测定 糖 含 量 , 用 
总 糖 量 减 去 未 经 酸 水 解 的 提取 液 含 糖 量 即 为 淀粉 含量 。 

2. 动物 材料 一 一 血液 的 去 蛋白 方法 

《1) 无 蛋白 血 滤 液 的 制备 :在 血糖 含量 测定 前 必须 先 除 蛋白 ， 
方法 有 : 

员 钨 酸 钠 -硫酸 法 : 取 全 血 ( 加 抗 凝 剂 )lml 于 20ml 三 角 瓶 中 ， 
加 蒸 馅 水 7ml , 播 匀 后 使 溶血 ,加 入 10%% 钨 酸 钠 1ml 并 播 匀 ,然后 
加 入 0. 4mol/L H:SO,lml, 随 加 随 播 , 加 完 后 充分 振 功 ,放置 5 一 
15 分 钟 , 当 沉淀 变 为 暗 棕色 时 ,用 干 滤纸 过 滤 ,每 毫升 滤液 相当 于 
1/10 全 血 。 

(2) Wit BR FFE 

a. 0. 45% Wi REE Sml 和 0. lmol/L. NaOH 1ml 混合 成 胶体 洲 
Wi. YA Jax Hn A at YR O. ml, ZEB 7K YA PA 4 oP BP. ALG A i 7 
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过 滤 ? 滤 液 可 直接 用 于 测定 糖 含 量 ,尤其 是 滴定 法 。 

b. 向 试管 中 加 入 1ml 0. 30mol/L Ba(OH)2, 2848 7K 7. 5ml, 7 
匀 后 加 0.5ml 全 血 , 血清 或 血浆 ,混合 后 放置 半分 钟 , 再 加 人 
1ml5%ZnSO,, 混 匀 后 放置 ;2 分钟, 过滤 或 离心 ,滤液 为 1: 20 的 
无 蛋白 滤液 。 

《2) 不 溶血 的 无 蛋白 血 滤 液 的 制备 

采用 等 渗 的 硫酸 钠 溶 液 稀 释 血 液 , 使 血球 不 受 破坏 ,再 用 蛋白 
质 沉淀 剂 去 蛋白 。 

四 硫酸 钠 - 硫 酸 锌 试剂 法 : 取 血 液 0. lml, 加 1. 8ml 硫酸 钠 - 硫 
酸 锌 试剂 和 .0.1ml 0. 5mol/LNaOH, RAE Bo, RE Rw 
含量 ,上 清 液 为 1/20 全 血 浓 度 。 

@) 等 渗 硫 酸 钠 和 钓 酸 钠 法 : 取 0. lml 血液 和 3. 8ml $BRR 
钠 -硫酸 铜 试剂 混合 后 可 在 室温 放置 几 小 时 (CuSO, 可 抑制 酵 解 )， 
Ze Wl SE ATM AO. lml 的 10% 钨 酸 钠 溶 液 ,蛋白 质 沉 淀 后 离心 , 取 
上 清 用 于 测 糖 ,此 血 滤液 稀释 了 40 倍 。 

注释 

1. 抗 凝 剂 : 草 酸 钾 2 克 ， 氟 化 钠 1.5 克 加 水 100 BF. 

2. RAMA Ak : 

0. 3mol/L Ba(OH), : 取 Ba(OH), + 8H,0 94g 用 水 溶解 后 定 
容 到 1 升 。 

5% Bt RFE 

0. 3mol/L.Ba(OH )» A 52% 和 硫酸 锌 溶液 配制 后 要 调节 浓度 , 方 
4K: 100ml = Asi PHA 10m) 5% Hi EE YR AD 25ml 7k, FA BH BK 
作 指 示 剂 ,以 0. 3mol/L Ba(OH) RIE BHAA A. Ba(OH), 
FAO A110. OF 0. lml ,否则 调整 二 者 的 浓度 再 标定 。 

3. 硫酸 钠 - 硫 酸 锌 试剂 :55ml10% 硫 酸 锌 溢 液 (10g ZnSO, - 
7H2O 用 水 定 容 至 100ml) 加 等 渗 硫 酸 钠 溶液 (30g Na,SO4+10H,0 
M13. 2g 无 水 硫酸 钠 用 水 定 容 至 1 升 ) 到 1 升 即 成 。 


4. $B Hit RPA - Tt RH ik Fl - 300ml 3% Na,SO,° ae 溶液 和 
30ml17%CuSO, .5H2O 洲 液 混合 即 成 。 


I . 苞 酮 比 色 法 


一 、 原 理 

糖 在 浓 硫 酸 作用 下 生成 糠 醛 ,产物 与 草 酮 反应 生成 蓝 绿色 复 
合 物 。 芒 酮 法 适用 于 已 酮 糖 和 已 醛 糖 的 测定 ,在 10~5100 志 范围 内 
其 颜色 的 深浅 与 糖 含量 成 正比 ,但 芒 酮 也 与 其 它 精 ( 如 成 醛 糖 ) 反 
应 呈现 不 同 的 颜色 。 由 于 草 酮 试剂 与 糖 反应 的 呈 色 强度 随时 间 变 
化 , 故 必须 在 反应 后 立即 在 同一 时 间 内 比 色 。 


二 、 试 剂 

惹 酮 试剂 :将 1. Og RM FITS KRM, 临 用 前 配制 。 

糖 的 标准 溶液 :0. 1mg/ml 葡萄 糖 溢 液 ,0. lmg/ml 果糖 溶液 ， 
0. lmg/ml 木 糖 溶 液 和 0. mg/ml MRAM. ILA AA ST Aa A, 
也 可 选择 其 一 作 标准 曲线 。 

fe TU A MR: THRE ARR RNA 制品 : 注意 控制 糖 浓度 
在 10 一 100kg/ml 范围 内 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 制作 标准 曲线 : 取 100kg/ml $F tp HE HH WO, 0. 05, 0. 10, 
0. 20,0. 30,0. 40,0. 60,0. 80ml 于 试管 中 ,用 水 补足 到 2ml, 加 人 
4ml BA A RA , 播 匀 ,沸水 浴 加 热 15 分 钟 ,流动 水 冷却 后 测 9Di。 
以 含 糖 数 为 横 坐 标 ,DODez 为 纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 zt 

2. 未 知 液 的 糖 量 测 定 : 取 待 测 糖 溶液 2ml, 按 上 二 步 操作 , 读 
其 ODiz 值 .利用 标准 曲线 计算 出 样品 含 糖 量 。 


I 工 ,3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 比 色 法 


— AE 

3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 与 还 原 糖 共 热 后 生成 棕 红 色 的 氨基 化 合 
物 ,在 一 定 范围 内 还 原 糖 含量 与 反应 液 的 颜色 强度 成 正比 。 利 用 比 
色 法 可 测定 样品 中 还 原 糖 和 总 糖 含量 。 


二 、 试 剂 

3, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 :6.3g 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 和 262ml 
2mol/L NaOH 加 到 酒石酸 钾 钠 的 热 深 液 中 (182g 酒石酸 钾 钠 溶 
于 500ml Kk), Hise 重 结晶 酚 和 5g 亚 硫 酸 氢 钠 于 其 中 ;搅拌 溶 
解 ,冷却 后 定 容 到 1000ml, 溶 液 为 黄色 , 贮 于 棕色 瓶 中 。 

lmg/ml 葡萄 糖 溶液 :精确 称 取 105*C 人 烘 至 恒 重 的 葡萄 糖 1g， 
用 水 定 容 到 1 升 。 

6mol/LHGi,I0% NaOH, 碘 化 钾 - 磺 溶液 , 酚 酰 指 示 剂 (85%% 
乙醇 作 溶剂 ) 。 


三 、 操 作 方 法 

所 制作 标准 曲线 。 取 lmg/ml 葡萄 糖 标准 液 0,0.1,0.2,0.4， 
0. 6,0. 8 于 试管 中 ,用 蒸 饮水 补足 到 1. 0ml , FE MMO. Sml 3, 5-— WHE 
水 杨 酸 试剂 于 各 管 中 , 混 匀 ,沸水 浴 加 热 5 分 钟 后 用 流水 冷却 ,每 管 
再 加 4. 0ml K , 播 匀 后 于 540nm 波长 处 读 光 密度 值 . 以 葡萄 糖 含量 
为 横 坐 标 , 相 应 的 0Dito 为 纵 坐 标 作 标准 曲线 。 

2. 样品 中 还 原 糖 和 总 糖 的 测定 .关于 材料 的 处 理 前 面 已 作 过 
说 明 ,在 此 举 一 例 说 明 。 

准确 称 取 夭 粉 1g 于 小 烧杯 中 , 先 用 少量 水 调 成 糊 状 ,然后 加 
50ml 7K ,50°C 保温 20 分 钟 , 用 水 定 容 到 100ml ,过滤 后 的 滤液 可 用 
于 还 原 糖 的 测定 .这 是 假定 样品 中 无 可 溶性 淀粉 而 用 水 提取 , 若 要 
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严格 要 求 ,应 该 用 85% 乙醇 来 提取 。 

总 糖 的 提取 步骤 是 :准确 称 取 夭 粉 ljgy 放 人 大 试管 中 ,加 入 
10ml 6mol/L HCL,15ml 水 ,沸水 浴 加 热 半 小 时 (可 用 KI-L 液 检查 
水 解 是 否 完 全 ) ,冷却 后 用 10%NaOH AZ PE UBRKEEHA 
剂 ), 用 水 定 容 到 100ml, 过 滤 , 取 滤液 再 稀释 10 倍 ; 定 容 后 的 溶液 
可 用 于 总 糖 的 测定 。 

最 后 进行 样品 测定 : 取 还 原 糖 提取 液 Iml， 总 糖水 解 液 1ml, 然 
后 同 制 作 标准 曲线 一 样 操作 , 读 其 ODie, 在 标准 曲线 上 求 得 相应 
的 还 原 糖 含量 (可 平行 做 二 到 三 份 样品 ) 。 


四 ,计算 结 果 
ee inaeal 


PE RRAR tA 


I. 血糖 的 测定 (Folin-Wnu ie) 


一 、 原 理 

无 蛋白 血 滤 液 中 的 葡萄 糖 与 碱 性 硫酸 铜 溶液 共 热 ,Cu 还 原 
成 Cu? ( 即 Cu.0), CuO 与 钼 酸 试剂 生成 蓝 色 铀 化 合 物 5 蓝 色 复 
合 物 的 生成 量 与 葡萄 糖 含 量 成 正比 ,可 在 420 一 440nm 范围 内 比 
色 测 定 。 


二 试剂 
葡萄 糖 标准 溶液 : 取 1g 人 恒 重 葡萄 糖 溶 于 水 ， 定 容 到 100ml .应 
用 时 再 稀释 100 倍 ， 其 浓度 为 0. Img/ml, 
碱 性 铜 试剂 : 
A 液 : 取 35g 无 水 碳酸 钠 ,13g 酒石酸 钾 钠 ,11lg RRA, A 
水 定 容 到 1000mjl; 
10 


B 液 :5g 晶体 硫酸 铜 用 水 定 容 到 100ml, 可 加 几 滴 浓 硫 酸 作 保 
存 剂 。 

临 用 前 取 也 液 1 份 缓 缓 加 到 9 份 A 液 中 播 匀 即 可 。 暗 处 低温 可 
保存 数 日 。 

酸性 钼 酸 盐 溶液 : 取 600g 钼 酸 钠 用 水 定 容 到 2000ml。 播 匀 后 
倾 入 大 试剂 瓶 中 ,加 0. 5ml WK HARALD. RR LR 
500ml 于 1000ml 容量 瓶 中 ,徐徐 加 入 225ml85% 磷 酸 , 边 加 边 播 
匀 ，, 再 加 25 儿 硫酸 150ml, 置 暗 处 到 次 日 ,用 空气 将 剩余 的 省 驱除 
( 见 下 图 ), 然 后 加 99% 乙 酸 75ml, 揪 匀 后 加 水 至 1000ml, 贮 于 棕色 
瓶 中 。 

H2SO4; 10%% 钨 酸 钠 。 


三 .操作 方法 
无 蛋白 血 滤液 的 制备 方法 见 前 述 。 
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取 3 支 具 25ml 刻度 的 血糖 管 ,编号 。 用 奥 氏 吸管 吸取 无 蛋白 血 
滤液 2ml 于 第 一 支 血 糖 管内 ,加 2ml 葡萄 糖 标准 液 于 第 二 支 血 糖 
管 中 , 加 2ml 水 于 第 三 支 血 糖 管内 。 然 后 各 加 2ml 新 鲜 配 制 的 碱 性 
铜 溶液 , 混 匀 后 置 沸水 浴 内 加 热 8 分 钟 , 取 出 后 流动 水 冷却 ,再 各 加 
4ml 酸性 钼 酸 盐 溶液 , 混 匀 放置 1 或 2 分 钟 , 用 蒸 馆 水 稀释 到 25ml， 
混 匀 .F420~440nm 处 比 色 测定 。 


四 、 结 果 计 算 

按 下 式 计 算 100ml 全 血 中 所 含 血 糖 的 毫克 数 : 

样品 血糖 毫克 /100 毫 升 一 5 sa x 5B 100 

其 中 ,0. lml 是 指 制备 的 每 毫升 无 重 白 血 滤 液 相 当 于 0. 1ml 


全 血 。 


N . 费 林 试剂 热 滴定 定量 法 


一 \ 原 理 

费 林 试剂 是 氧化 剂 , 由 甲 液 ( 硫 酸 铜 .次 甲 基 蓝 ) 和 乙 液 
(NaOH, 酒石酸 钾 钠 , 亚 铁 氰 化 钾 ) 组 成 。 甲 乙 液 混合 ,CuSO: 与 
NaOH 生成 天 蓝 色 Cu(OH) We. ERAT BARAAS 
Cu(OH): 形 成 可 溶性 络 合 物 , 后 者 与 还 原 糖 进行 滴定 时 进一步 生 
成 CuzO 。 亚 铁 氰 化 钾 可 与 CuzO 生成 K:CusFe(CN)e。 次 甲 基 蓝 是 
氧化 还 原 指示 剂 。 


= in Fl 
费 林 试剂 : 
甲 液 :15g CuSO,°5H.O 和 0. 05g 次 甲 基 蓝 溶 于 1000ml ZH iB 
水 中 。 
乙 液 :50g 酒石酸 钾 钠 ,54g NaOH 和 4gK,LFe(CCN)e] 湾 于 
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10003 Ft eB KF 
葡萄 糖 标准 液 : 称 取 恒 重 的 葡萄 糖 1g, 用 少量 蒸 馅 水 溶解 后 加 
A8ml 浓 盐 酸 , 再 定 容 到 1000ml。 
6mol/L HCl; 10%NaOH; MMi. 
碘化钾 - 碘 试 剂 :将 2. Og KI 和 1. Og BAF F 10. O ml 蒸馏 水 中 。 


= RAE 

1. SARE ) 

将 lmg/ml 的 葡萄 糖 标准 液 加 和 人 到 滴定 管 中 。 

准确 吸取 费 林 试剂 甲 液 . 乙 液 和 蒸 馆 水 各 5 毫升 于 250 毫 升 锥 
瓶 中 。 用 滴定 管 加 9ml 葡萄 糖 标准 液 于 该 瓶 中 。 然 后 将 锥 瓶 移 至 电 


炉 上 加 热 至 沸腾 ,再 用 滴定 管 以 每 滴 1 一 2 秒 的 速度 继续 滴 加 葡萄 


糖 标准 液 至 锥 瓶 中 蓝 色 消失 , 即 为 终点 。 整 个 过 程 在 沸腾 态 下 进 
行 , 幻 需 播 动 。 记 下 消耗 葡萄 糖 的 毫升 数 Vi。 

2. 总 糖 滴 定 

准确 称 取 淀 粉 1 克 ,加 入 6mol/L 盐酸 10 毫 升 ,水 15 毫 升 , 混 匀 
后 用 电炉 加热 沸 腾 2 分 钟 左 右 , 取 出 几 滴 水 解 液 用 KI-I: 液 检查 水 
解 程度 , 若 未 水 解 完 全 则 继续 进行 ,直到 水 解 完全 为 止 。 冷 却 后 加 
大 酚 本 指示 剂 1 滴 ;, 用 10%NaOH 中 和 使 水 解 液 显 微 红 色 。 最 后 定 
容 到 100ml ,过 滤 , 取 滤 液 10. Om! 再 定 容 到 100ml。 此 为 测定 总 糖 的 
样品 液 。 

准确 吸取 样品 液 5ml 于 250 毫 升 锥 上 瓶 中 ,加 入 费 林 试剂 甲 、 乙 
液 各 5ml, 混 匀 ,再 按 前 述 方法 用 标准 葡萄 糖 溢 液 滴 定 , 记 下 消耗 
葡萄 糖 标准 液 的 毫升 数 V，。 


四 、 计 算 
品 请 史 二 (Yi 一 Va)X 标 准 葡萄 糖 浓度 (g/ml) X 称 释 信 数 X100 
Bee 称 取样 品 量 (g) 
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实验 三 ” 糖 的 硅胶 'G SRR 


一 、 原 理 

薄 层 层 析 是 一 种 微量 而 快速 的 层 析 方法 : 县 早 是 Izmailov 和 
Schraiber 在 1938 年 采用 氧化 铝 薄 层 分 离 了 植物 提取 液 . 层 析 是 在 
吸附 剂 或 支持 剂 均匀 涂 布 的 薄 层 上 进行 的 , 故 称 薄 层 层 析 ; 

为 了 使 所 要 分 析 的 样品 各 组 分 得 到 分 离 ;必须 选择 合适 的 吸 
附 剂 .硅胶 、 氧 化 铝 和 聚 酰胺 是 广泛 采用 的 吸附 剂 , 硅 营 土 和 纤维 
素 是 分 配 层 析 中 最 常用 的 支持 剂 ,在 吸附 剂 或 支持 剂 中 添加 了 适 
合 的 粘 合剂 后 再 涂 布 ,可 使 薄 层 粘 牢 在 玻璃 板 (或 涤 给 片 基 ) 这 类 
基底 上 

BCR ARI TAA ERM. ASI2%~13%HF 
#H (CaSO,) , 它 可 以 把 一 些 物质 从 溶液 中 吸附 于 自身 的 表面 十 ， 利 
用 它 对 各 种 物质 的 吸附 能 力 不 同 ,再 用 适当 的 溶剂 系统 展 层 使 不 
同 的 物质 得 以 分 离 。 例 如 糖 在 硅胶 G 薄 层 上 的 移动 速度 与 糖 的 分 
子 量 和 羟基 数 有 关 , 经 过 适当 的 溶剂 展开 后 , 糖 在 薄板 上 的 移动 速 
度 是 友 糖 之 己 糖 之 双 糖 > 三 糖 . 若 用 硼酸 溶液 调制 硅胶 'G 可 改进 
分 离 效果 。 对 已 分 开 的 斑点 显 色 ,而 将 与 它 位 置 相当 的 舅 一 个 未 显 
色 的 斑点 从 薄 层 上 与 硅胶 G 一 起 刮 下 ,以 适当 的 溶剂 将 糖 估 硅胶 
G 上 洗 脱 下 来 ,就 可 用 糖 的 定量 测定 方法 测 出 各 组 分 的 含 糖 量 。 

薄 层 层 析 一 般 采 用 上 行 法 ,在 具有 密闭 盖子 的 玻璃 缸 中 进行 ， 
溶剂 倒 于 缸 底 ,简单 地 将 薄板 放 人 即行 。 保 证 层 析 缸 内 有 充分 饱和 
的 蒸气 是 实验 成 功 的 关键 。 保 证 措施 是 在 层 析 缸 内 壁 衬 一 层 浸 湿 
溶剂 的 滤纸 或 缩小 层 析 缸 的 容积 。 因 为 层 析 时 ,溶剂 会 从 薄 层 上 蒸 
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发 ,样品 移动 到 一 定 距离 的 时 间 就 会 延长 。 若 所 用 溶剂 系统 由 几 个 
成 分 组 成 ,挥发 性 较 大 的 成 分 首先 蒸发 ,就 会 使 混合 溶剂 的 组 分 改 
变 , 而 溶剂 的 蒸发 从 薄板 的 中 央 向 两 边 递减 ,致使 溶剂 前 沿 呈 弯曲 
状 , 结 果 往 往 使 两 边 的 Ri HAF PRAY Re (A. 

薄 层 层 析 与 其 它 方法 比 有 明显 的 优点 : 层 析 时 间 短 ,可 以 分 离 
多 种 化 合 物 , 用 样品 量 少 (微克 级 ) ,与 纸 层 析 相 比 要 灵敏 10 一 100 
倍 ; 观 察 结 果 方 便 , 显 色 方 法 甚至 可 以 用 腐蚀 性 显 色 剂 。 


二 、 试 剂 

1%% 糖 标准 溶液 : 取 木 糖 和 葡萄糖、 果糖 和 芒 糖 各 100mg, 分 别 
用 75% 乙 醇 定 容 到 10ml ,其 浓度 均 为 10mg/ml。 

0. lmol/L 硼酸 溶液 (H:BO:) 

Biel: Ah: FB=60:40(V/V) 

苯胺 -三 苯胺 -磷酸 显 色 剂 : 二 苯胺 1lg, 葵 胺 lml A185 % BR 
5ml 溶 于 50ml 丙酮 中 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 制备 硅胶 G HER 

Hu GER G 粉 30g 加 75 毫 升 0. lmol/L 硼酸 溶液 ,调匀 后 铺 于 洁 
净 平 整 的 玻 板 上 ，, 铺 层 后 的 薄板 于 100?C 烘箱 中 烘 干 。 取 出 后 可 
用 , 亦 可 贮 于 干燥 器 中 备用 。 薄 层 表 面 要 求 平 整 ,厚薄 均匀 。 

2. 糖 在 硅胶 G 薄 层 上 的 分 离 

选 制备 好 的 薄板 一 块 , 在 距 底 边 1. 5cm 的 直线 上 选 四 个 点 , 相 
互 距离 2cm。 用 毛细 管 分 别 点 上 不 同 的 糖 样品 于 四 个 点 , 样 量 控制 
在 5 一 50wxg; 斑 点 直径 不 超过 2mm。 待 薄 层 上 样品 自然 干燥 后 ,将 
薄板 置 于 盛 有 层 析 溶剂 的 层 析 缸 中 , 自 下 向 上 展 层 , 当 展 层 溶 剂 到 
达 离 薄板 顶端 约 lcm 处 时 取出 薄板 ,前 沿 作 一 记号 ,60"C 烘 干 2 一 
3 小 时 (或 空气 中 上 晾 于 ) , 除 尽 溶剂 后 均匀 地 喷 上 苯胺 -二 苯胺 -磷酸 
显 色 剂 ,85"C 烘 10 分 钟 , 各 种 糖 则 分 别 显 出 不 同 的 颜色 。 记 下 各 斑 
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点 的 位 置 :颜色 ,计算 Ri 值 。 
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实验 四 PMR AMERE 


一 ,原理 


酸性 条 件 下 钼 酸 铵 与 果糖 能 生成 蓝 色 复合 物 ,可 在 650nm KE 


长 下 比 色 测 定 。 在 一 定 糖 浓度 范围 内 ,所 形成 的 蓝 色 深浅 与 含 糖 量 
成 正比 , 糖 浓 度 的 适用 范围 为 10 一 100wg/ml。 

本 法 对 果糖 测定 较 灵 敏 . 快 速 。 但 对 蔗糖 也 有 显 色 反 应 ,在 相 
同 浓度 范围 内 也 成 直线 关系 ,但 呈 色 较 果 糖 浅 , 光 密 度 值 也 较 果糖 
低 。 对 葡萄 糖 在 相同 浓度 范围 内 几乎 没有 显 色 反应 ， 所 以 不 能 用 于 
葡萄 糖 的 测定 。 


二 、 试 剂 

Fe BE hy HEPA YK (CO. 1Img/ml) : 取 真 空 干燥 (55"C)24 小 时 的 果糖 
0. 100g, 溶 于 100ml 水 , 即 为 1mg/ml 的 果糖 溢 液 。 再 稀释 10 倍 即 为 
0. lmg/ml 的 果糖 标准 溶液 。 

显 色 剂 : 

I 液 : 取 140ml 浓 硫 酸 加 入 到 860ml BAB 7k +, 

I R16 % AME): M80g 铀 酸 铵 溶 于 水 中 , 定 容 到 500ml。 

ART, | 液 和 工 液 等 量 相 混 即 成 显 色 剂 。 

待 测 样 品 ,浓度 在 20 一 40kg/ml 


三 、 操 作 方 法 

1. 制作 标准 曲线 

取 0. 1mg/ml 果糖 标准 洲 液 0,0. 1,0. 2,0. 4,0. 6,0. 8 和 1 Oml 
= 17 


= 


FRR HH, ARKH EA 2ml,AaMA4ml 显 色 剂 , 摇 匀 后 放 
和 人 80"C 水 浴 中 保温 30 分 钟 ,冷却 后 于 650nm 处 测定 其 OD 值 。 以 
果糖 量 为 横 坐 标 , 相 应 的 光 密 度 值 为 纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 

2. 样品 测定 

取 2ml 待 测 样品 ,加 入 4ml 显 色 剂 ,其 余 同 前 述 操 作 过 程 , 最 
后 测 其 0Deso, 于 标准 曲线 上 查 出 果糖 含量 。 
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实验 五 ” 莽 糖 的 测定 一 一 Roe HBA 


一 、\ 原 理 

六 碳 糖 与 浓 盐 酸 作 用 产生 产 甲 基 糠 醛 , 但 酮 糖 比 醛 糖 产 生 的 
羟 甲 基 糠 醛 要 多 得 多 (15% 的 酮 糖 与 20% 的 醛 糖 所 产生 的 羟 甲 基 
糠 醛 量 相等 ) 。 羟 甲 基 糠 醛 在 一 定 条 件 下 和 酚 类 化 合 物 一 一 间 共 二 
酚 形 成 鲜红 色 (Seliwanoff 试验 )。 在 550nm 波长 处 可 比 色 测 定 。 在 
一 征 条 件 下 ,本 反应 可 为 酮 糖 所 特有 ，, 故 可 以 作为 酮 糖 测 定 的 依 
据 .采用 此 法 只 要 将 植物 组 织 研磨 后 用 85%% 热 乙醇 多 次 抽 提 ( 见 前 
述 实 验 二 ), 除 去 乙醇 后 的 提取 液 即 可 直接 用 来 测定 芒 糖 ,其 中 尽 
管 含有 葡萄 糖 、 果糖 .麦芽糖 等 ,但 不 影响 芒 糖 测定 ,色素 对 本 反应 
影响 较 大 。 

近年 来 ,有 人 用 NaOH 来 破坏 植物 组 织 中 的 果糖 ,而 不 用 间 
苯 二 酚 法 来 测定 蔗糖 。 

在 测定 过 程 中 加 热 的 温度 .时 间 和 试剂 的 配 量 对 测定 结果 均 
有 影响 ,注意 控制 。 


二 、 试 剂 

蔗糖 标准 溶液 (0. 4mg/ml): 取 0. 100g 恒 重 蔗糖 用 水 定 容 到 
250ml, 

间 葵 二 酚 溶 液 :0. 1g fa] 4 — &H A 6mol/L HCI 溶解 后 定 容 到 
100ml 。 

10mol/L HCl 

2mol/L. NaOH 


待 测 糖 溶 液 ,40 一 250pg/ml 


三 、 操 作 方 法 

1. 制作 标准 曲线 

取 0. 4mg/ml AY FE BF tr ME HK WO, 1.0, 0.2,0.4,0.6,0.8, 
0. 9ml 分 别 加 到 各 试管 中 ,用 水 补足 到 1. 0ml, 再 加 0. ml 2mol/L 
NaOH 溶液 , 混 匀 后 于 100*C 沸水 浴 中 加 热 10 分 钟 ( 用 玻璃 球 盖 住 
试管 口 ) ,立即 用 流动 水 冷却 ,再 加 入 lml fh X— HRs 3ml 10mol/ 
L HCl, 揪 匀 后 放 人 80*C 水 浴 中 加 热 8 分 钟 , 冷 却 后 于 500nm 波长 
处 读 OD 值 . 以 蔗糖 含量 为 横 坐 标 , 相 应 的 光 密 度 值 为 纵 丛 标 绘制 
标准 曲线 。 

2. 样品 测定 | 

取 待 测 液 0. 9ml( 约 含 40 一 250kg/ml) 与 标准 曲线 的 制作 同样 
操作 ,最 后 测 其 ODsw。 根 据 此 值 在 标准 曲线 士 查 出 芯 糖 含量 : 
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实验 六 酚 - 硫 酸 法 测定 己 糖 含量 


一 、\ 原 理 

前 述 的 几 种 己 糖 比 色 测定 方法 中 所 使 用 的 显 色 剂 a 
间 葵 二 酚 等 ,都 需要 沸水 洽 加 热 。. 而 本 法 却 不 用 加 热 , 且 蛋白 质 的 
存在 对 本 法 的 显 色 反应 影响 不 大 ,可 适用 于 糖 蛋 白 中 的 己 糖 测定 。 
本 法 的 重复 性 和 灵敏 性 均 较 好 。 


= HA 

5%(W/W) 酚 溶液 :5g 重 蒸 酚 加 入 95ml Rik , 播 匀 备用 。 
浓 硫 酸 ,分 析 纯 

已 糖 标准 溶液 (50wg/ml) 

待 测 己 糖 溶液 


三 、 操 作 方 法 7 

取 0. 5ml 内 含 2 一 25wg 中 性 己 糖 的 溶液 置 于 试管 中 ,加 0. 3ml 
5% 酚 溶液 , 混 匀 后 快速 加 1. 8ml 浓 硫 酸 , 振 播 混 匀 ,室温 放 置 20 分 
钟 即 可 出 现 橙黄 色 , 可 于 490nm 处 比 色 测定 。 室 温 下 过 夜 ,颜色 仍 
旧 稳 定 。 其 中 以 水 代替 糖 溶液 做 比 色 测 定 的 空白 。 

例如 , 取 50ug/ml 的 己 糖 标准 溶液 0,0. 1,0. 2,0. 3,0.4,0. 5ml 
于 各 试管 中 ,用 水 补足 到 0. 5ml, 各 管 含 糖 量 分 别 是 5,10,15,20 和 
25pg, 然 后 同上 操作 读 ODio。 以 含 糖 量 为 横 坐 标 , 相 应 的 OD 值 为 
纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 

取 待 测 己 糖 样品 液 0. 5ml( 含 量 在 25ug 以 下 ) 同 上 操作 , 读 其 
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ODw。 最 后 从 标准 曲线 上 查 出 含 已 糖 量 。 


四 、 讨 论 

本 法 不 仅 可 以 测定 中 性 己 糖 ,也 可 测定 其 甲 基 化 衍生 物 。 戊 粳 
和 6- 脱 氧 已 糖 也 可 用 此 法 ,但 反应 产物 的 最 大 吸收 发 生 位 移 。 

本 法 的 热量 来 自 浓 硫酸 与 水 的 混合 ,因此 加 浓 硫 酸 时 应 当 快 ， 
且 立 即 混 匀 ,试管 应 大 些 ,以 免 汤 手 。 
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实验 七 ” 氢 基 葡萄 糖 的 测定 


一 、 原 理 

在 碱 性 溶液 中 氨基 糖 与 乙酰 丙酮 于 100"C 下 作用 形成 有 色 物 
质 , 此 有 色 物 质 在 酸性 条 件 下 用 二 甲 基 毛 基 葵 甲醛 处 理 可 呈现 红 
色 ,在 530nm 处 用 比 色 法 可 定量 测定 氢 基 葡萄 糖 的 含量 。 


二 、 试 剂 

乙酰 丙酮 试剂 :1ml 重 蒸 乙 酰 丙 酮 (沸点 在 138 一 140"C) 溶 于 
50ml Imol/L Na:CO: 溶 液 申 , 试 剂 临 用 前 配 前 。 

对 -二 甲 基 所 基 葵 甲醛 试剂 (Ehrlich% 试剂 ):0. 8g 对 -二 甲 基 
氨基 葵 甲 醛 深 于 30ml 乙醇 中 ,加 30ml 浓 盐 酸 。 该 溶液 呈 淡 黄色 。 

氨基 葡萄 糖 盐酸 盐 标准 溶液 :精确 称 取 1. Og 氨基 葡萄 糖 盐酸 
盐 , 用 蒸 饱 水 定 容 到 100ml ,再 稀释 100 倍 , 即 为 100kg/ml WARK. 

无 水 乙醇 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 制作 标准 曲线 : 取 6 支 具 刻 度 试管 ,分 别 加 100wg/ml 氨基 葡 
萄 糖 标准 溶液 0,0.2,0. 4,0.6,0.8 和 1. 0ml, 用 水 补足 到 2. 0ml ,加 
lml 乙酰 丙酮 试剂 于 各 管 中 , 摇 勺 ,用 玻璃 珠 封 盖 管 口 ,沸水 浴 加 
热 20 分 钟 , 再 用 冷水 冷 至 室温 ,加 5ml 无 水 乙醇 后 加 1lml 对 -二 甲 
基 所 基 葵 甲醛 试剂 ,再 以 无 水 乙醇 补足 反应 液 总 体积 到 10ml。 将 
试管 内 各 物质 充分 混 匀 后 置 65 一 70*C 水 浴 中 温 热 10 分 钟 , 以 加 速 
二 氧化 碳 的 释放 ,流动 水 冷却 到 室温 。 以 水 作 空 白 , 于 530nm 处 读 
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其 光 密 度 值 . 以 氨基 葡萄 糖 微 克 数 作 横 坐标 ,DODss 作 纵 坐 标 绘制 
标准 曲线 。 

2. 样品 测定 : 粘 多 糖 、 粘 蛋白 和 软骨 制备 物 (样品 中 氨基 已 糖 
的 量 不 低 于 200kg) 封 在 安培 瓶 内 ,以 2ml 4mol/L HCl 100°C 下 
加 热 水 解 14 小 时 。 水 解 后 打开 安培 瓶 , 样 品 经 真空 干燥 后 ,残渣 用 
水 溶解 成 一 定 体 积 , 使 其 中 氨基 己 糖 的 最 终 浓 度 约 为 100kxg/ml。 
取 一 定量 的 样品 水 解 液 按 标准 曲线 绘制 同样 操作 。 利 用 标准 曲线 
计算 出 样品 中 氮 基 己 糖 的 量 。 
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实验 八 _ 苯 液 酸 的 测定 


一 、 原 理 

硫 代 巴 比 妥 酸 已 被 用 于 多 种 脱氧 糖 的 测定 。 唾液 酸 是 一 类 3- 
脱氧 -2- 酮 糖 酸 , 故 目前 该 法 也 用 于 唾液 酸 的 测定 .蛋白 质 对 此 有 
于 扰 , 大 量 的 岩 藻 糖 也 会 引起 552nm 光 吸 收 下 降 , 脱 氧 核糖 的 存 
在 可 生成 红色 物质 ,但 其 最 大 光 吸 收 在 532nm。 


二 、 试 剂 

25mmol/L 过 碘 酸 溶液 ,以 0. 25mol/L 硫酸 作 溶剂 。 

1.6%% 亚 砷 酸 钠 溶 液 ,以 0.4%% 盐 酸 为 溶剂 。 

0. 1mol/L 2- 硫 代 巴 比 妥 的 水 溶液 ,用 NaOH 调 至 PH9. 0。 
乙 二 醇 - 甲 醚 或 丙酮 -盐酸 混合 液 (97. 5:2. 5) (V/V) 。 

75 pg/ml 唾液 酸 标准 溶液 


=. MEA 

75ug/ml 唾液 酸 标准 溶液 

1. 取 75pg/ml le HK AR ty HE MH WO, 0. 04, 0.08, 0.12, 0. 16， 
0. 20ml 于 具 塞 试管 中 ,用 水 补足 到 0. 2ml, M10. lml MBAR, 
37°C 保温 30 分 钟 。 然 后 加 入 0. lml 亚 砷 酸 钠 液 , 振 摇 试管 至 棕 黄 
色 消 失 。 再 加 入 1. 0ml 硫 代 巴 比 妥 溶液 后 加 塞 , 在 沸水 浴 中 准确 加 
热 7. 5 分 钟 , 随 即 置 冰 浴 中 ,最 后 加 入 2. 0ml 乙 二 醇 甲 醚 或 酸 丙 酮 
溶液 , 振 揪 至 溶液 完全 混合 均匀 。 于 552nm 处 测 OD 值 ,绘制 标 准 
曲线 。 
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2. 样品 测定 : 取 一 定量 的 样品 用 0. 2mol/L H2SO,, 80°C 水 解 1 
小 时 ,然后 定 容 稀释 到 一 定 体积 ,使 其 中 唾液 酸 的 最 终 浓 度 为 
100pg/ml 左右 。 取 一 定量 的 水 解 液 同 前 述 操作 , 测 其 OD 值 . 从 标 
准 曲 线 上 查 出 唾液 酸 的 含量 。 


26 


实验 九 ， 粗 脂肪 的 定量 测定 


一、 原理 
粗 脂 肪 是 指 包 括 脂肪 、 游 离 脂 酸 、 晴 、 磷 脂 、 固 醇 及 色素 等 脂 洲 
性 物质 的 总 称 。 一 般 都 溶 于 乙醚 、 石 油 醚 \ 葵 及 氯仿 等 ,不 溶 于 水 或 
微 溶 于 水 5 利用 乙醚 在 索 氏 提取 器 中 提取 样品 的 脂肪 ,然后 蒸发 乙 
醚 ` 烘 于 小 瓶 * 称 出 瓶 中 残留 物 的 重量 即 可 得 到 样品 中 所 含 脂肪 的 
含量 。 索 氏 提 取 器 装置 见 图 。 


= in FA 
无 水 乙醚 。 


三 \ 操 作 方 法 
1. 称 出 小 瓶 重 量 :将 洗 净 的 索 氏 提取 器 小 烧瓶 用 铅笔 在 磨 晶 
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Kb HGF ,103~105°C E27) At, AN A AH, FREACH ORK 
平 称 重 ,并 记录 。 

2. 用 分 析 天 平 称 取 干燥 样品 2g, 用 滤纸 包扎 好 , 放 人 浸 提 管 
A. | 

3. BMS : EG eB) RAI 1/2~1/3K DK C.K 
接 索 氏 提 取 器 各 部 分 ,电热 板 加 热 回 馅 2 一 4 小 时 。 控 制 电热 板 温 
度 ,每 小 时 回 馅 3 一 5 次 较 宜 。 | 

4. 抽 提 完毕 后 , 待 乙 醚 完全 流 回 小 烧瓶 , 印 开 抽 提 管 , 取 出 波 
纸 简 , 再 回 馆 一 次 ,以 洗 净 残留 在 提取 器 上 的 脂肪 。 然 后 人 印 开 抽 提 
管 , 将 乙醚 蒸发 回收 。 基 本 蒸 尽 时 ,停止 加 热 , 取 下 小 烧瓶 ,用 吹风 
机 将 瓶 内 乙醚 在 通风 柜 内 吹 尽 , 再 置 烘箱 中 103 一 105"C- 猴 干 ( 约 
半 小 时 ), 取 出 ,干燥 器 内 冷却 , 称 重 , 从 瓶 的 前 后 重量 差 可 算出 脂 
肪 含量 。 - 
同上 述 ,用 不 包 样 品 的 滤纸 做 空白 测定 。 


东 计算 : 
oy 油脂 重量 
含油 量 为 一 试 样 重量 多 100 


附 : 6. 无 水 乙醚 的 制备 :水 分 的 去 除 :含水 较 多 的 乙醚 ,可 先 
于 乙醚 中 投入 无 水 氯 化 钙 ( 约 为 总 体积 的 1/3) MIKA We, 
水 浴 蒸 馅 ,收集 36*C 蒸 出 液 , 再 在 此 蒸 出 液 中 加 入 适量 的 钠 片 ,1 
天 后 蒸 馆 ,收集 36*C 蒸 出 液 , 即 得 无 水 乙醚 。 含 水 分 较 少 的 乙醚 ， 
可 于 每 500g 乙醚 中 加 入 30 一 50g FAK RRMA MA IK 
We 36°C 蒸 出 液 。 

7. 乙醚 中 过 氧化 物 的 去 除 : 将 乙醚 装 人 分 液 漏斗 "如 人 乙醚 量 
1/5 的 10%% 硫 酸 亚 铁 , 充 分 混和 后 ,澄清 分 层 , 放 出 水 晨 。 

8. 过 氧化 物 的 鉴定 法 :6ml 乙醚 于 试管 中 ,加 2ml10%% 碘 化 钾 
溶液 ,猛烈 混和 ,放置 1 分 钟 ,下 层 碘化钾 呈 黄 色 即 表明 有 过 氧化 物 
存在 。 
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9.10% Fi WK : 100g FeSO, 348 F 600ml 水 中 ,再 加 30ml 浓 硫 
酸 酸化 ,再 稀释 至 1000ml 。 

10. 乙醚 中 乙醇 的 去 除 : 加 乙醚 量 1/5 的 10% 和 氢 氧 化 钾 溶 液 洗 
涤 , 洗 后 放出 水 溶液 ,重复 2 一 3 次 。 
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实验 十 “中 性 脂肪 的 组 成 


一 \ 原 理 


中 性 脂肪 也 叫 真 脂 , 由 脂 酸 和 甘油 形成 的 酯 。 在 酸 、 碱 或 酯 酶 
的 作用 下 可 被 水 解 。 如 以 碱 作 催化 剂 ,产物 是 甘油 和 能 溶 于 水 的 盐 
类 ( 即 皂 ), 此 过 程 即 为 邱 化 作用 。 

皇 用 酸 水 解 可 产生 不 溶 于 水 的 脂肪 酸 。 

甘油 与 脱水 剂 (诸如 P,0,,Cacl,KHSO,, 无 水 NasSO,) 共 
热 , 或 单独 加 热 到 450"C 以 上 时 可 脱水 形成 丙烯 醛 , 它 具有 特殊 气 
味 , 可 辨别 .两 虹 醛 可 将 银 离子 还 原 成 金属 银 。 

化 学 反应 式 如 下 : 

. 

ON, 06 Cae CHOH  _R,COONa 

1 + 3NaOH 一 -~ ree + d Both 

CH 各 | | 

0 CHOH ~~ R;COONa 

es Fae 


RCOONa + HCl —->R—COOH+ NaCl 
CH,OH CHO 
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二 、 试 剂 
脂肪 ( 猪 油 或 其 它 脂 肪 );95% 乙 醇 ;* 浓 盐酸 ;乙醚 ; 葵 ; 氯 化 钙 ; 
H ith ;40% (W/V)NaOH FR. 


三 、 操 作 方 法 

1. 皂 化 作用 : 取 0.7g 猪 油 (液体 约 30 滴 ) 于 100ml 锥 形 瓶 中 ， 
加 10ml 0. 5mol/L 氢 氧 化 钠 - 乙 醇 溶 液 , 在 瓶 口上 插 一 小 漏斗 , 漏 
斗 上 再 盖 一 块 表 玻 璃 ,然后 在 沸水 浴 中 加 热 约 1 小 时 。 反 应 完成 后 
移 去 漏斗 ,继续 加 热 除去 乙醇 。 Warcpue 加 热 , 使 电化 
物 溶解 成 混合 液 。 

2. 脂肪 酸 与 甘油 的 分 离 : 上 述 洲 液 , 加 浓 盐 酸 ( 约 5ml) 使 之 呈 
酸性 ,加 热 , 可 见 脂肪 酸 呈 油状 浮 于 上 层 时 ,用 分 液 漏斗 分 开 上 下 
层 . 上 层 用 热 水 重 复 洗 涤 三 次 ,每 次 用 水 100ml, 除 去 混杂 于 脂肪 
酸 中 的 无 机 盐 ` 甘 油 、 盐 酸 等 , 静 置 澄清 ,上 清 液 即 为 脂肪 酸 。 

下 层 ( 即 分 层 脂 酸 时 的 水 层 ) 置 蒸发 血 中 于 蒸汽 浴 上 蒸 王 ,加 

人 少量 乙醇 ( 约 5 一 10ml), 再 蒸 干 ,残留 物 大 部 分 为 NaCl 及 少量 
甘油 ,用 35ml 乙醇 ,分 3 次 提取 并 略 加 热 以 助 提 取 完 全 ,合并 3 次 所 
得 提取 液 , 置 蒸发 血 内 ,在 水 洽 上 蒸发 至 浆 状 。 

3. 甘油 的 鉴定 及 脂 酸 的 性 质 : 取 分 离 出 的 甘油 少许 于 试管 中 ， 
加 少量 CaCl: 或 KHSGO4: 混 匀 ,小 心 加 热 , 注 意气 味 变化 ,或 取 一 滤 
纸 条 , 滴 上 数 滴 AgNO, me Se Bc iii lk ,将 此 湿 纸 条 挂 在 试管 口 , 注 
意气 味 及 滤纸 的 变化 。 取 分 离 出 的 脂肪 酸 置 烘箱 中 (90 一 95"C ) 干 
燥 , 检 验 脂 酸 在 水 乙醚 及 葵 中 的 溶解 度 。 再 取 一 点 脂 酸 用 95% 乙 
醇 溶解 ,用 石 蕊 试纸 检验 其 酸 碱 性 。 
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实验 十 一 “” 碘 价 的 测定 (Hanus 法 ) 


一 \ 原 理 

利用 脂肪 中 的 不 饱和 键 和 元 素 的 加 成 反应 可 以 测定 油脂 的 不 
饱和 程度 。 每 100 克 脂肪 在 一 定 条 件 下 所 吸收 厂 的 克 数 称 为 该 脂肪 
的 碘 价 。 碘 价 的 高 低 表 示 脂 肪 不 饱和 度 的 大 小 。 

测定 碘 值 的 方法 很 多 ,多 数 方法 应 用 以 下 原理 :把 含 脂 肪 样品 
BATHE A MAT eH e RRM RAS ALA DCUBr, ICH 
HEAR RR SI RMR we ah KI.eR SARA 
Ba FA J Wie FE HC oY BR, FA ts HE) ne A EO A 

本 法 的 化 学 反应 如 下 : 

I,+Br.—2IBr (Hanus 试剂 ) 

IBr-+ —CH=CHe-eeeee- €HI-- CHBre 

KI+-CH;COOH —-+HI+CH;COOK 

HI+1IBr ——HBr +I, | 

I,+2Na,S,0;——2NalI+Na,S,0O, Gas) 

= i Fl | 

Hanus 试剂 : 取 13. 20g FRAY F1000m! OK AGRA. AT BT 
将 冰 酶 酸 分 次 加 入 ,并 置 水 洽 上 加 热 助 溶 , 冷 后 加 溴 约 3 毫 升 , 贮 于 
棕色 瓶 。 

15% Bh 1k FRE YR 。 

1%% 淀 粉 溶液 :可 加 少量 葵 甲 酸 钠 或 水 杨 酸 防腐 (1.25mg/ 
ml), 
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-氯仿 或 四 氯 化 碳 。 

0. lmol/L FR RR ARR: Na.S.0,25R FARM AMY 
却 的 蒸 饮 水 中 (无 CO, 存在) ,添加 0. 2g 无 水 碳酸 钠 或 3. 6g 硼砂 或 
0.8g 氢 氧 化 钠 , 定 容 到 1000 毫 升 ,棕色 瓶 贮 放 , 二 周 后 过 滤 ,标定 ， 
备用 。 

附 :醋酸 还 原 性 检查 方法 及 NazS:Os 的 标定 

引 冰 醋酸 的 还 原 性 检查 : 取 2ml 冰 醋 酸 加 少许 重 铬 酸 钾 及 硫 
酸 。 若 旺 绿色 , 则 证 明 有 还 原 物 质 存 在 

@Na:S:Os 的 标定 

0. lmol/L 硫 代 硫酸 钠 深 液 的 标定 方法 : 称 取 110"C 下 烘 至 恒 
重 的 基准 重 铬 酸 钾 0. 2g ,精确 到 0. 0002 克 , 溶 于 250ml 的 煮沸 并 冷 
却 的 水 中 ,加 2 克 碘 化 钾 及 20ml 2mol/L 硫酸 , 待 碘化钾 溶解 后 置 
于 暗 处 放 10 分 钟 , 定 容 到 500ml 后 ,用 0. 1mol/L 硫 代 硫酸 钠 溶 液 
滴定 , 近 终 点 时 ( 变 为 黄色 ) 加 3ml 0.5% 淀 粉 溶液 ,继续 滴定 至 浒 
液 由 蓝 色 转 变 为 亮 绿 色 ,同时 作 空 白 试验 。 

WE: 

G 
M (Bi Bit BB GAT BO = 7 re ee ah) 0.04903 


其 中 :G 为 重 铬 酸 钾 的 重量 ( 克 )， 
0. 04903 为 每 毫 摩尔 重 铬 酸 钾 的 克 数 。 


三 “操作 方法 
准确 称 取 油 量 ( 猪 油 0.5 克 ,花生 油 0.3 一 0. 4g), 置 于 碘 瓶 中 
(同时 作 空 白 对 照 ), 加 10ml 氯仿 (或 四 氯 化 碳 ) 作 溶剂 ,立即 振荡 
充分 溶解 , 混 匀 ,然后 用 滴定 管 加 入 25mlHanus 试剂 , 勿 沾 在 瓶颈 
处 , 塞 好 瓶 塞 , 轻 轻 播 动 ( 勿 使 溶液 溅 至 瓶颈 部 及 塞 上 ) , 混 匀 后 , 置 
Re Wb (20°C 左右 ) 放 置 30 分 钟 , 促 使 加 成 反应 完全 。 然 后 注入 少量 
15 为 碘化钾 溶液 于 碘 瓶 口 边 上 ,将 玻 塞 稍 稍 打 开 , 使 碘化钾 溶液 流 
人 瓶 内 ,并 继续 由 瓶 口 边缘 加 入 KI 溶液 , 共 20ml, 再 加 水 100ml， 
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1). ZEA Bt tie HF AA th HE NazS:O: 溶 液 滴 定 。 起 初 可 以 快 些 , 当 
溶液 由 棕 红 色 变 成 淡 黄 色 时 ,加 入 lml1l%% 演 粉 溶液 ,继续 滴定 至 
蓝 色 消 失 为 止 。( 当 蓝 色 极 淡 时 ,可 加 塞 振 划 ,使 与 溶 于 氯仿 中 的 碘 
完全 作用 ,继续 滴定 至 蓝 色 刚 好 消失 为 止 )s 记 录 所 用 硫 代 硫 酸 钠 
溶液 量 。 


FAS : 

wa ph = EP ME 1B 100 

式 中 :V: 为 滴定 空白 所 耗 Na.S.O,RZBAR; 
Vi 为 滴定 样品 所 耗 NasS:O: 液 的 毫升 数 ; 
M 为 NazS:O; 液 的 摩尔 浓度 ; 


W 为 样品 重量 ( 克 )。 
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实验 十 二 ”时 化 值 的 测定 


— 原理 

脂肪 的 碱 水 解 为 皂 化 作用 ,水 解 1 克 脂肪 所 需要 氢 氧 化 钾 的 训 
克 数 即 为 皂 化 值 。 脂 肪 的 皂 化 值 与 其 分 子 量 成 反比 ,脂肪 的 分 子 量 
决定 于 构成 它 的 脂肪 酸 的 碳 链 的 长 短 , 所 以 皂 化 值 与 脂肪 酸 的 分 
子 量 亦 成 反比 。 由 皂 化 值 可 知 脂肪 的 平均 分 子 量 。 

本 实验 用 过 量 的 氢 氧 化 钾 乙 醇 溶液 与 脂肪 起 气 化 作用 ,然后 
用 标准 的 酸 来 滴定 剩余 的 氢 氧 化 钾 。 


= in A | 
0. 5mol/L A Ak HZ BY BR; 0. Smol/L 标准 盐酸 ;1% 酚 酝 
指示 剂 ; 猪 油 或 其 它 植物 油 。 


万 法 

准确 称 取 油 样 2g 于 250 毫 升 三 角 瓶 中 .用 滴定 管 准 确 加 入 
0. 5mol/L 氢 氧 化 钾 乙 醇 溶液 25ml, 在 锥 上 瓶 上 装 冷 凝 管 于 沸水 浴 
中 回 饮 30 一 60 分 钟 , 至 瓶 内 的 脂肪 完全 皂 化 为 止 ( 瓶 内 液体 澄清 并 
无 油 珠 出 现 )。 取 下 回 馅 装置 ,在 锥 上 瓶 内 加 1%% 酚 栈 指 示 剂 2 滴 , 然 后 
用 0. Smol/L 盐酸 标准 液 滴定 至 终点 ,记录 盐酸 用 量 , 另 外 作 空 白 
试验 。 


计算 ; 
V,—V.) XM X56. 
Re Ae 
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1 2 M 为 盐酸 的 摩尔 浓度 ; niet ee | 
WRF ROT). nae 
Fe 二 
so wi ae 
i Rea 


one Re ASL 衣 


Pees 5s old 2 ABE Mae 
ERY Sea eat wa 
A: HS 8 eT ER STE 
Nailed 


FAW NI: Ba Rt JMome 0; 9% FAS RH 
ig i =) 


x4 a 
errr. | Re ioat asi 


Ai ok FR ORE AL BABY inte ROMS 
3 BAK AR LSE eseamen ane 
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—. RE 

卵 磷脂 在 脑 、 神 经 组 织 、 肝 、 肾 上 腺 和 红细胞 中 含量 较 多 , 蛋 
黄 中 含量 特别 多 。 卵 磷脂 易 溶 于 醇 、 乙 醚 等 脂 溶剂 ， 可 利用 这 些 
溶剂 提取 > 但 不 溶 于 水 和 两 酮 .新 提取 的 卵 磷 脂 为 白色 虹 状 物 , 与 
空气 接触 后 因 所 含 不 人 饱和 脂 酸 被 氧化 而 呈 黄 褐色 。 卵 磷脂 中 的 胆 
碱 在 碱 性 溶液 中 可 分 解 成 三 甲 胺 ， 而 具有 特异 的 鱼 腥 昊 味 ， 可 用 
于 鉴别 。 


二 、 试 剂 

Wem, 9I%2AB, 10%NaOH 溶液。 

三 、 操 作 方法 

1 提取: RERA 2g 置 于 小 烧杯 内 ， 加 入 15 ZHAN 95% 
2M, MMMM, 冷却 后 过 滤 。 如 滤液 不 清 需 重 滤 尺 直至 透明 为 
止 。 将 滤液 置 蒸发 耿 内 在 蒸汽 浴 上 蒸 干 ， 残 留 物 即 为 卵 磷 脂 : 

么 三甲 胺 试验 : 取 制 得 的 卵 砍 脂 少许 转 于 试管 中 , 加 2 毫升 
10 吧 Na9 下 溶液 并 在 水浴 上 加 热 ， 注 意 是 否 有 鱼 腥 味 产生 : 

3. AMD WRI F lmL 乙 醇 中 ,添加 1 一 2ml 丙酮 ， 观 
察 变化 。 


蛋白 质 分 离 纯 化 的 一 般 原 则 
蛋白质 的 分 离 和 提纯 是 生物 化 学 研究 中 不 可 缺少 的 工作 二 有 蛋 
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白质 在 组 织 或 细胞 中 以 复杂 的 混合 物 形式 存在 ， 每 种 类 型 的 细胞 
内 又 含有 上 千 种 不 同 的 有 蛋白质。 因为 蛋白 质 种 类 繁多 、 性 质 各 异 ， 
又 处 在 不 同 的 体系 中 ， 因 此 不 可 能 有 一 个 国定 的 程序 适合 于 各 类 
有 蛋白质 的 分 离 工 作 ， 但 多 数 分 离 工 作 的 关键 部 分 、 基 本 手段 还 是 
相同 的 。 蛋 白质 提纯 的 总 目标 是 增加 制品 的 纯度 或 比 活性 ， 即 增 
加 单位 蛋白 质 重 量 中 所 要 有 蛋 和 白质 的 含量 或 生物 活性 〈 以 活性 单 
S/ELEGLS), ERR Ak Se A 并 希望 所 
得 蛋白 质 的 产量 达到 最 高 值 。 

分 离 提纯 某 一 特定 蛋白 质 的 一 般 程 序 可 分 为 前 处 理 轴 胡 分 级 
fo PREF 

1. 前 处 理 : 首先 使 要 分 离 的 蛋白 质 众 原来 的 组 织 或 细胞 中 以 
溶解 的 状态 释放 出 来 ， 并 保持 原来 的 天 然 状 态 【《 不 丢失 生物 活 
性 )， 为 此 应 根据 不 同 的 情况 选择 适当 的 方法 将 组 织 和 绍 胞 玻 碎 有 
动物 组 织 的 细胞 膜 可 用 电动 的 碎 机 或 匀 浆 器 破碎 。 植 物 和 细菌 的 
细胞 壁 可 以 用 超声 波 ， 并 加 沙 研 磨 等 机 械 方法 破碎 ,低温 冰 头 、 化 
Ross ee 


当 的 溶剂 〈 一 般 为 缓冲 液 太 把 蛋 自 质 提取 出 来 。 


如 果 所 要 的 蛋白 质 主要 集中 在 某 一 细胞 组 分 中 ,如 细胞 核 . 汪 
色 体 、 核 糖 体 或 可 溶性 的 细胞 数 等 ， 则 可 用 差 速 离 候 亢 法 将 它们 
DA, 收集 该 细胞 组 分 作为 下 一 步 提 纯 的 材料 计 如 果 竺 纯化 蛋白 
RAS ORR MBAS, NaH AR Ra a A 
使 膜 结构 解 聚 ,然后 用 适当 介质 提取 ; 

2. PIR: RREOMRRE, 再 用 运 当 的 方法 将 所 需 醒 白 
SS ae -KRAER ARR. BM AMEMD 

分 离 等 ， 这 些 方法 简便 ， 处 理 量 大 ， 能 除去 大 量 杂项 ; CHR 
wp 

3. MPA: 经 过 粗 分 级 的 蛋白 质 一 般 大 部 分 杂 蛋 白 已 去 除 ， 
BAR), L-HFTARFRRY RRR, AMEMPRKE 
MEARMRG, KETARKE, MRP VK, FRRAFUA 
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RAG, MH RMR), PREZ. 

蛋白 质 分 离 提纯 的 最 后 目标 往往 是 制 成 晶体 。 结 晶 本 身 表 明 
其 天 然 活 性 的 存在 ， 同 时 也 是 一 个 进一步 纯化 的 过 程 。 蛋 和 白质 纯 
REA, REBK, CSFZAR. 

在 制备 有 主 物 活性 的 蛋白 质 (1H) 时 ， 均 需 注 意 上 述 各 
步骤 中 蛋白质 的 变性 、 有 蛋白 酶 的 作用 以 及 微生物 的 污染 等 ， 总 的 
原则 是 要 求 条 件 温 和 ， 并 加 入 少量 抑 菌 剂 。 

对 于 蛋白 质 分 离 纯化 的 方法 ， 可 根据 蛋白 质 的 分 子 大 小 、 溶 
解 度 、 电 荷 、 吸 附 性 质 以 及 对 其 它 分 子 的 生物 学 亲和力 等 来 加 以 
选择 。 

(1) 根据 分 子 大 小 采用 的 方法 : 透析 和 超过 滤 、 密 度 梯 度 离 
心 和 凝 胶 过 滤 。 

(2) 利用 溶解 度 差 异常 用 的 方法 : 等 电 点 沉淀 、 盐 溶 和 盐 析 、 
有 机 溶剂 沉淀 法 、 温 度 控制 。 

(3) 根据 电荷 不 同 采用 的 方法 : 电泳 和 离子 交换 层 析 法 。 

(4) 蛋白 质 的 选择 性 吸附 : WABRRK SG, GER, BM, 
氧化 铝 和 磷酸 钙 凝 胶 为 吸附 剂 的 层 析 方法 。 

(5) 根据 配 基 的 特异 性 分 离 方法 一 一 亲 和 层 析 。 

在 蛋 和 白质 的 分 离 提 纯 过 程 中 ， 经 常 需要 测定 蛋白 质 的 含量 和 
检查 某 一 蛋白 质 的 提纯 程度 ， 即 蛋白 质 的 定性 定量 测定 。 有 蛋白 质 
含量 测定 法 有 凯 氏 定 氨 法 、 双 缩 腺 法 、 福 林 - 酚 试剂 法 、 染 色 法 和 
紫外 吸收 法 。 有 蛋白 质 纯度 的 鉴定 通常 是 采用 物理 化 学 的 方法 ， 如 
电泳 分 析 、 沉 降 分 析 、 扩 散 分 析 等 ， 应 该 注意 的 是 任何 单独 一 种 
鉴定 只 能 认为 是 蛋白 质 分 子 均 一 性 的 必要 条 件 而 不 是 充分 条 件 。 
Re AE) RAM (HELO. 8 A 
毛细 管 电泳 技术 。 

分 离 纯化 后 的 蛋白 质 需要 用 妥善 的 方法 进行 保存 ， 最 常见 的 
方法 是 将 蛋白 质 冷 冻 干 燥 后 以 粉末 的 形式 低温 保存 (最 好 一 
20"L)， 避 免 以 溶液 的 形式 冷冻 保存 并 反复 融化 使 用 。 溶 液 状 态 在 
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(KRRGH RAR ATK PAK T FRARAHEZSGRAPHB.F 
需要 以 溶液 的 形式 在 低温 保存 时 ， 则 可 在 蛋白 质 样 品 中 添加 50% 
的 甘油 ， 这 样 至 少 在 一 20*C 不 会 冰冻 。 
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实验 十 四 “微量 凯 氏 (Kjeldahl) 定 氮 法 


一 、 原 理 

生物 材料 中 含有 许多 含 所 有 机 物 , 如 蛋白 质 、 核 酸 ,氨基 酸 等 ， 
故 含 氮 量 的 测定 在 生化 研究 中 十 分 重要 .知道 了 含 氮 量 ;就 可 推 知 
蛋白 质量 ,还 可 以 据 N/P 比值 的 高 低 检验 核酸 纯度 。 本 法 适 于 测 
定 0. 2 一 2. 0 毫克 的 氮 。 

有 机 物 与 浓 硫 酸 共 热 ,有 机 氮 转 变 为 无 机 所 ( 氨 ), 氨 与 硫酸 作 
用 成 硫酸 铵 ,后 者 与 强 碱 作用 释放 出 氨 , 借 蒸汽 将 氨 蒸 至 酸 液 中 ， 
根据 此 过 量 酸 液 被 中 和 的 程度 ， 即 可 计算 出 样品 的 含 气量 ， 以 甘 所 
酸 为 例 ， 反应 式 如 下 : 


CH;COOH } 
| + 3H,SO, —_9C0,+3S0,+4H,0-+NH, 
NH, 


2NH,+H,SO, —>(NH,),SO, 

(NH, ),SO,+2NaOH ——> NH,OH + Na,SO, 
, NH; + H,0 - 

NH,;+HCl ——NH,Cl peat 

中 和 程度 用 滴定 法 来 判断 ,分 回 滴 法 和 直接 法 两 种 。 

1. 回 滴 法 :用 过 量 的 标准 酸 吸收 氨 , 其 剩余 的 酸 可 用 标准 
NaOH 滴定 ,由 盐酸 量 减 去 滴定 所 耗 NAOH 的 量 即 为 被 吸收 的 氨 
之 量 。 此 法 采用 甲 基 红 作 指 示 剂 。 

2. 直接 法 :用 硼酸 作为 氨 的 吸收 溶液 ,结果 使 溶液 中 [H+] 降 
低 , 混 合 指示 剂 (pH4. 3 一 5.4) ,由 黑 紫 色 变 为 绿色 。 再 用 标准 酸 来 
滴定 ,使 硼酸 恢复 到 原来 的 氢 离 子 浓 度 为 止 , 指 示 剂 出 现 淡 紫色 为 
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终点 ,此 时 所 耗 的 盐酸 量 即 为 氨 的 量 。 
NH;+H;BO, ——>NH,H,BO, 
NH,H,BO,+HCl ——~NH,Cl1+-H;BO, 
为 了 加 速 消化 ,可 加 入 CuSO, 作 催化 剂 ,硫酸 钾 或 硫酸 钠 可 

提高 溶液 的 沸点 .此 外 硒 示 混合 物 或 钼 酸 钠 可 作为 从 化 剂 ; 且 可 缩 | 

短 作用 时 间 ,HO, 也 可 加 速 反应 。 


二 、 试 剂 

样 液 :lg NEAR F 0.9%NaCl 液 ,并 稀释 至 100ml。 如 有 
RED. BR FRSA. | 

浓 硫 酸 (A.R. ). 

RAF :硫酸 铀 二 3 : 1(W/W) 混 匀 研 成 粉末 。 

30% 和 氢 氧 化 钠 洲 液 :30gNaOH FF 1B 7K, HZ 100ml, 

2% 硼 酸 溶液 :2g 硼酸 溶 于 蒸 饮水 , 释 至 100mls 

混合 指示 剂 :0.1% 甲 基 红 酒精 洲 液 和 -0.1% 甲 烯 蓝 酒精 溶液 
按 4:1 比 例 (V/V) 混 合 。 本 指示 剂 在 PH5. 2 时 为 紫红 色 ,pH4.5 
时 为 暗 蓝 ( 或 灰色 ) 色 ,pH5. 6 时 为 绿色 ,变色 点 pI 5.4. 

0. Olmol/L 标准 盐酸 溶液 :用 恒 沸 盐酸 准确 稀释 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 消化 : 取 两 个 凯 氏 烧瓶 编号 ,一 只 加 1. 0ml RMKEWS 
白 对 照 , 另 一 只 加 1. 0ml 样 液 。 然 后 加 硫酸 钾 - 硫 酸 铜 混合 物 约 
20mg KRM 2ml。 烧 瓶 口 插 一 漏斗 ( 作 冷 凝 用 ), 烧 瓶 置 通风 橱 
内 的 消化 架 或 电炉 上 加 热 消化 。 开 始 时 应 控制 火力 , 勿 使 瓶 内 液体 
冲 至 瓶颈 。 待 瓶 内 水 汽 蒸 完 ,硫酸 开始 分 解释 放出 SO. 白 烟 后 , 适 
当 加 强 火力 ,直至 消化 液 透 明 并 呈 淡 绿色 为 止 ( 约 .2 一 3 DH), 
Hl, MER EAB 

2. AB: AL 50~100m!) 锥 瓶 3 只 , 先 按 一 般 方法 洗 净 BAB 
汽 洗涤 数 分 钟 , 冷 却 , 用 吸管 各 加 入 2% RM 5. 0ml 及 指示 剂 
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4. MAAS KE. KS. 0ml, 盖 好 备用 。 如 
锥 形 瓶 内 液体 呈 绿 色 , 需 用 蒸汽 重新 洗涤 。 

微量 凯 氏 定 氮 仪 实际 上 是 一 套 蒸 馅 装置 ,蒸汽 发 生 器 内 感 有 
i A Bi 了 SO; 的 蒸 饮 水 和 数 粒 沸石 。 加 热 后 ,产生 的 蒸汽 经 贮 
液 管 、 反 应 室 至 冷凝 管 ,冷凝 之 液体 流 人 接受 瓶 。 每 次 使 用 前 , 需 用 
蒸汽 洗涤 10 分 钟 左右 (此 时 可 用 一 小 烧杯 承接 冷凝 的 水 )。 然 后 将 
一 只 盛 有 硼酸 液 和 指示 剂 的 锥 形 瓶 置 冷 凝 管 下 端 ,并 使 冷凝 管 之 
管 口 插入 酸 液 内 ,继续 蒸馏 1 一 2 分 钟 , 如 硼酸 液 颜色 不 变 , 表 明 仪 
器 已 洗 净 ,否则 再 洗 。 移 去 酸 液 ,蒸馏 1 分 钟 , 用 水 冲洗 冷凝 管 口 ， 
吸 去 反应 室 残 液 。 

将 消化 好 的 消化 液 ,由 小 漏斗 加 入 反应 室 , 用 蒸馏 水 洗涤 凯 氏 
烧瓶 2 次 (每 次 约 2ml) BERRA A) MA RMS. AEM Ke 
管 下 置 一 盛 有 硼酸 液 及 指示 剂 的 锥 形 瓶 ,并 使 冷凝 管 口 插 人 酸 液 
液 面 下 约 .0. 5cm 处 (10ml 酸 液 置 于 -50 一 100ml 锥 形 瓶 内 ,液体 厚 
度 不 大 ,可 将 锥 上 瓶 斜 放 。 冷 凝 管 口 必 须 择 在 液 面 下 ,但 也 不 宜 太 深 ， 
这 样 ,万 一 发 生 倒 吸 现 象 时 ,硼酸 液 不 致 吸 和 人 反应 室内 )。 

用 小 量 简 取 10~15m130%NaOH 液 , 倒 入 小 漏 阅 ,放松 弹簧 
夹 ,让 NaOH 液 缓 缓 流入 反应 室 , 当 小 漏斗 内 仍 有 少量 NaOH 液 
时 , 即 夹 紧 夹 子 , 再 加 入 约 3ml 蒸 饮 水 于 小 漏斗 内 ,同样 缓 缓 放 人 
反应 室 * 并 留 少量 水 在 漏斗 内 作 水 封 。 至 此 , 即 可 蒸 饮 。 

开始 蒜 馏 后 , 即 应 注意 硼酸 溶液 颜色 变化 。 当 酸 液 由 葡萄 紫色 
变 成 绿色 后 ,再 蒸 馅 3 分 钟 , 然 后 降低 锥 形 瓶 ,使 冷凝 管 口 离开 酸 
液 液 面 约 lcm, Fe AER 1 分 钟 ,用 少量 蒸 馅 水 冲洗 冷凝 管 口 , 移 去 
锥 形 瓶 , 盖 好 ,准备 滴定 。 

3. 定 氮 仪 的 洗涤 : 定 氮 仪 每 用 一 次 必须 先 把 反应 室内 残 液 吸 
去 , 洗 净 。 如 用 煤气 灯 加 热 , 熄 灭 煤气 灯 , 甚 至 再 用 冷 湿 抹布 包 在 蒸 
汽 发 生 嚣 外 ,降低 烧瓶 内 温度 ,使 反应 室内 残 液 倒 吸 至 贮 液 管 内 。 
用 电炉 加 热 时 ,即使 切断 电源 ,电炉 余热 仍 较 高 , 倒 吸 效果 不 好 。 为 
此 在 蒸汽 发 生 器 和 贮 液 管 间 加 一 个 三 通 活塞 ,蒸馏 时 使 蒸汽 发 生 
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器 仅 与 迪 液 管 相通 ,蒸汽 进入 反应 室 。 需 倒 吸 时 ;转动 三 通 活塞 使 
蒸汽 外 人 逸 , 不 进入 迪 液 管 , 此 时 由 于 贮 液 管 温度 突然 下 降 , 即 可 将 
反应 室 残 液 吸 至 贮 液 管 。 

4. 滴定 :用 0.0lmol/L HCl 溶液 滴定 锥 形 瓶 中 的 确 酸 液 至 呈 
浅 葡 萄 紫色 ,记录 所 耗 AC] 溶液 量 。 

5. 计算 : | 

Pes B MOC 008X100 _ wo mm moo 


A 王 滴定 样品 用 去 的 HCI 液 毫升 数 ; 
B 王 滴定 空白 用 去 的 HCl REAR; 
C= STAPH MN BHR; 
M=#RBZKE; 
14.008=AZRTE. 
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实验 十 五 “ 双 缩 腺 法 测定 蛋白 质 含量 


一 、 原 理 
具有 两 个 或 两 个 以 上 肽 键 的 化 合 物 都 具有 双 缩 腺 反应 。 在 碱 
性 溶液 中 双 缩 腺 与 铜 离子 结合 形成 复杂 的 紫红 色 复 合 物 。 而 蛋白 
质 及 多 肽 的 肽 键 与 双 缩 腺 的 结构 类 似 , 也 能 与 铜 离子 在 碱 性 环境 
中 形成 紫红 色 复 合 物 , 其 最 大 光 吸 收 在 540nm。 其 颜色 深浅 与 蛋 
白质 浓度 成 正比 ,而 与 蛋白 质 的 分 子 量 及 氨基 酸 组 成 无 关 , 该 法 测 
定 范 围 适 于 1 一 10msg 蛋白 质 /ml BR. 


| | 
O—C C—O 


_. NH H,O HN. 
ee ne arg CH—R 
Cut | 
or C=O 
Mt H,0 © HN 
4 本 
R 一 CH CH—R 


| | 
We WR A HS FP BD BR FE Ae SES GK BREAN 


果 ,Tris 及 含 氨基 酸 、 多 肽 的 缓冲 液 ; 以 及 蔗糖 .甘油 等 干扰 本 实 
验 。 


二 、 试 剂 
标准 和 蛋白质 溶液 :10.0mg/ml 的 牛 血 清白 蛋 泊 溶液 或 
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2. 0mgy/ml AY AAR CA OO. O5mol/L NaOH 洲 液 配制 ,可 加 热 
或 放置 过 夜 助 溶 ) 。 标 准 蛋白 液 最 好 用 微量 凯 氏 和 定 氮 法 测定 其 蛋白 
RES ,确定 纯度 。 

待 测 样品 液 :可 选用 血清 样品 (稀释 10 倍 )， 注意 使 其 浓度 在 
bn ME HH Ae AE AN 

双 缩 腺 试剂 : 取 1. 5g Bi RB HA (CuSO, - sH.O) A 6. 0g 酒石酸 
#8 #4 (NaKC,H,O, * 4H,O)% F 500ml 蒸 馆 水 中 ,搅拌 加 入 300ml 
的 10%NaOH 液 ( 可 另 加 lgKI 以 防止 Cu 自动 还 原 成 一 价 氧化 
亚 铜 沉淀 ) ,用 水 释 至 1000ml。 此 试剂 可 长 期 保存 * 若 有 黑色 沉淀 
产生 需 重 配 。 | 


= .RIEHE | 

1. 标准 曲线 的 制作 : 取 ?7 支 试 管 编号 , 按 下 表 操 作 : 
编号 ] 2 3 4 5 6 7 
标准 蛋白 液 (ml) 0 Onc. 0. 2. 0. 3A SEE 
2648 7k (ml) 0.6 0:5 0.4 0:3 762 eel 0 


双 缩 腺 试剂 (ml) 2.0 -2.0- 2.0... 2.0 S22 tet. 0 20 
充分 混 匀 后 ,室温 (20 一 25"C) 下 放置 15 分 钟 。 

Asso 
VA Ast 为 纵 坐 标 , 蛋 瑟 质 浓度 为 横 坐 标 绘制 标准 曲线 。 
2. 样品 测定 : 


0 1 Z 
样品 液 (ml) Q pe st; HOw Se 5) 你 前 
Hz2O (ml) 0: Gye ix O2 by jy 0 


双 缩 腺 试剂 (ml) 2.0 2.0 2.0 
混 匀 后 ,室温 下 放置 15 分 钟 。 
Asso 
3. 计算 : 
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血清 样品 蛋白 质 含量 (g/100 iF) = x 107° 100 


固体 样品 蛋白 质 质 含量 (%) 一 二 闪 、X1009 


式 中 :Y 为 标准 曲线 查 得 蛋白 质 浓度 (mg/ml),N 为 稀释 倍数 ,V 
”为 血清 样品 所 取 的 体积 (ml),C WH ARK EE (mg/ml). 
四 注意 事项 
1. 须 在 显 色 后 30 分 钟 内 比 色 , 且 时 间 应 使 各 管 尽 量 一 致 。30 
分 钟 后 可 有 和 雾 状 沉淀 产生 。 
2. 有 大 量 脂 肪 性 物质 存在 时 ,可 用 乙醇 或 石油 醚 使 溶液 澄清 
后 离心 ,用 清 液 测定 。 
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实验 十 六 福 林 - 酚 法 测定 蛋 日 质 含量 


—. RE 

福 林 - 酚 试 剂 (Folin-phenol reagent) 的 显 色 原 理 是 :首先 在 碱 
性 条 件 下 蛋白 质 与 铜 作用 生成 和 蛋白质 - 铜 复合 物 ,该 复合 物 随 之 将 
磷 铀 酸 - 磷 钨 酸 还 原 成 蓝 色 复 合 物 。 在 一 定 条 件 下 洲 色 强度 与 蛋 
白质 量 成 正比 ,范围 约 在 25~250ng/ml 蛋白 质 浓度 。 

虽然 该 法 是 测定 蛋白 质 浓度 应 用 最 广泛 的 方法 之 一 ,但 其 缺 
点 也 很 明显 , 专 一 性 较 善 ,干扰 物质 多 (如 Tris 缓冲 剂 ,蔗糖 、 硫 酸 
FFE WMA TT RRS). EAH BAKA A GES 。 
因此 在 其 应 用 过 程 中 有 很 多 新 的 修正 。 

首先 考查 一 下 其 基本 方法 。 


二 、 实 验 内 容 

(—)Lowry 基本 法 

1. 试剂 

it FH) As (A)10gNa.CO;,2gNaOH 和 0. 5g 酒石酸 钾 钠 (或 钠 
盐 或 钾 盐 ) 深 于 500ml 蒸 饮水。(B)0. 5gCuSO, + 5H,.O 溶 于 100ml 
蒸 馅 水。 每 次 使 用 前 将 两 溶液 以 A : B=50: 1 混合 ,此 为 试剂 甲 。 

试剂 乙 :在 1.5 升 的 磨 口 回 流 瓶 中 加 入 100g RH (Na. WO, 
“ 2H,O), 25g 钥 酸 钠 (NasMo0,。2H:O) 及 700ml 蒸 饱 水 ,再 加 
50m185 % Be R,100ml 浓 盐 酸 ,充分 混合 , 接 上 回流 冷凝 管 以 小 火 
回流 10 小 时 。 回 流 结 束 后 加 入 150g 硫酸 锂 ,50ml 蒸馏 水 及 数 滴 
液体 溴 ,开口 继续 沸腾 15 分 钟 以 便 驱除 过 量 的 溴 ,冷却 后 溶液 呈 
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黄色 (如 仍 呈 绿色 , 须 再 重复 滴 加 液体 省 的 步骤 ) 。 将 溶液 黎 释 至 1 
升 , 过 滤 ,滤液 置 棕色 瓶 中 保存 。 使 用 时 用 标准 氢 氧 化 钠 滴定 ,以 酚 
栈 为 指示 剂 ， 然 后 适当 稀释 ( 约 加 1 倍 水 ), 使 最 终 的 酸 浓度 为 
lmol/L, 
标准 蛋白 质 溶液 , 取 结 晶 BSA 溶 于 蒸 饮水 ,浓度 为 250kg/ 
ml, 

未 知 蛋 白质 溶液 : 取 动 物 血 清 , 使 用 前 稀释 100 倍 。 

2. 操作 方法 

取 试 管 编号 按 下 列 顺序 加 入 各 试剂 

ee ® x3 4 5 6 Ri 8 

BARMSHa(usg) 0 25 50 100 150 200 250— 一 
250ug/ml BSA(ml) 0 0.10.2 0.4 0.6 0.8 1.0— 一 


+ itl & A (ml) = 一 一 =e = = — 051.0 
H,O(ml) 1.00.90:8 0.6 0.4 0.2 —.05— 
试剂 甲 均 加 入 5ml 揪 匀 ,室温 下 放置 10 分 钟 
it FZ mol/L) 均 加 入 0. 5ml ,立即 混 匀 ,室温 放置 30 分 
钟 后 比 色 
Aiso 
3. 计算 


以 光 密 度 对 和 蛋白质 含量 作 图 ,然后 利用 未 知 样品 的 光 密 度 值 ， 
求 其 蛋白 质 含量 。 

4. 说 明 

在 原始 文献 中 的 试剂 甲 配方 如 下 :GD20g Na,CO; 溶 于 
0. lmol/L NaOH1000ml 中 ;G@)0. 5g 硫酸 铜 溶 于 1%% 酒 石 酸 钊 钠 
中 ,使 用 前 将 按 四 :@=50: 1(V/V) 混 和 。 酒 石 酸 盐 可 用 1% 检 
檬 酸 三 钠 人 代替, 更 易于 保存 。 

比 色 测定 时 的 波长 可 选 650nm:; 或 660nm, 若 蛋白 质 浓度 在 20 
一 100pg, 可 选用 750nm( 在 660nm 所 读 取 的 光 密 度 为 750nm 时 
的 90% ) , 若 在 125ng 以 止 可 采用 500nm 。 
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下 列 浓 度 较 低 的 物质 对 显 色 没有 影响 :尿素 (0.5% 左 右 ) 服 
(0.5% 左 右 )、 硫 酸 钠 (1%)、 硝 酸 钠 (1%) ITCA(0.5% 中 性 )、 乙 
醇 (5% )、 乙 醚 (5%) 丙酮 (0.5%%), 但 浓度 较 高 时 要 校正 。 若 样品 
酸度 较 高 , 显 色 后 色 浅 , 则 必 A NaOH 溶液 的 浓度 1 
~2 fh. 

(二 )Lowry 简易 测定 法 

1. 试剂 

试剂 甲 : 碱 性 铜 试剂 中 含 0.5mol/L NaOH, 10%R BH, 
0.1% 酒 石 酸 钾 钠 和 OO. 05%% 硫 酸 铀 ,配制 时 注意 硫酸 铜 先 用 少量 
水 溶解 后 并 人 。 

试剂 乙 :与 (一 ) 中 的 配制 相同 ,只 是 临 用 前 稀释 8 倍 ， 

2. 操作 方法 

t £3 > a4 <¢ee 
BSA Wi#(ml) 0 0.10.2 0.4 0.6 0.8 1.0 — 9 = 


待 测 样品 (ml) 025 Taio 
H,0 (ml) 1.00.90.8 0.6 0.4.02 — O05 = 
试剂 甲 均 为 1ml, DRM 10 分 钟 。 
试剂 乙 均 为 4ml, 立 即 剧 烈 揪 动 ,55"C 恒温 水 浴 中 加 热 5 
分 钟 ,用 流动 水 冷却 后 比 色 。 
Aiao 
3. 结果 


其 结果 处 理 方 式 与 工 中 一 样 。 

本 方法 是 简化 了 试剂 配制 方法 ,缩短 了 测定 时 间 。 

(三 ) 改 良 测 定 法 

实际 在 蛋白 质 的 测量 时 ,反应 体系 有 许多 未 知 的 干 拢 因素 ， 诸 
on: ME CRB ERD). AAR OO. 5 “YL ED) RCO. O05 Y%W EE) RR 
@O0O-15%U bE) mh T OM BPRELCR. AKA RAB 
(12mmol 以 上 )、 乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) FRA. HRPRARP 
be (Tris). N--(#ZCHEX HAR CRAM RE. 氨基 葡 萄 糖 、 果 
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8H Be EE A LH. TritonX-100, HAM HAR. HF 
RBRth KAR. Oi. COMA RR ee Bd A BR HE 
电解 质 等 。 它 们 或 增强 /减弱 空白 颜色 ,或 增强 /减弱 显 色 程 度 , 或 
还 原 破 坏 试 剂 乙 或 产生 沉淀 等 等 .为 了 更 准确 地 测定 蛋白 质 含量 ， 
排除 和 干扰 物质 的 影响 ,用 蛋白 质 沉淀 的 手段 来 达到 这 些 目 的 。 即 在 
具有 脱氧 胆 酸 钠 的 条 件 下 ,用 6% 三 氯 乙酸 可 以 定量 地 将 和 蛋白质 
沉淀 下 来 ,然后 进行 测定 。 

1. 试剂 

试剂 甲 和 试剂 乙 以 及 和 蛋白质 样品 均 同 ( 一 )。 

2%% 脱 氧 胆 酸 钠 : 用 水 溶解 。 

24%% 三 氯 乙酸 溶液 :用 水 配制 。 

2. 操作 方法 

以 BSA 为 标准 曲 同 ( 一 ) 一 样 制作 标准 曲线 。 

待 测 蛋 白质 样品 在 试管 中 加 H:O 至 9ml, 再 加 2% Ri Aw 
钠 0. 075ml ,剧烈 混和 ,放置 15 分 钟 。 加 24%% 三 氯 乙酸 3ml, 混 和 
后 以 3500r/min 离心 30 分 钟 , 蛋 白质 沉淀 于 管 底 , 小 心 倾 去 上 清 
液 4 其 残留 量 不 能 超过 0. 05ml) 。 加 试剂 甲 4. 5ml, 剧 烈 混 和 ,蛋白 
质 沉淀 在 30 秒 内 溶解 ,加 0. 45ml 试剂 乙 ,迅速 播 匀 。 放 置 30 分 钟 
后 于 660nm 测 光 密度 ,以 不 含 蛋白 质 的 水 作 空 白 对 照 。 

3. 结果 处 理 同 (一 ) 

4. 说 明 

有 些 物质 一 次 沉淀 难以 去 除 , 如 Tris-HC1(0..03mol/L, #§ E 
述 方法 中 9ml 反应 体系 内 的 浓度 ,下 同 )、 乙酰 丙酮 (0. 015%) fF 
霉 素 (5 单位 ) 十 链 霉 素 (5wg)、 酚 (0.015% )。 需 进行 第 二 次 沉淀 。 
其 方法 是 将 第 一 次 沉淀 再 溶 于 9ml 水 中 ,其 余 同 前 操作 。 

(四 )Lowry 测定 法 各 种 因素 的 考查 

1. 试剂 

id A FAA 0.1% CW/V)CuSO, * 5H.0,0. 2% (W/V) HG 
eh Hh .10% (W/V )Na,CO;. 56% NazCO; ¥#¥F 450ml 水 中 ,再 将 
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它 慢 慢 加 入 到 硫酸 铜 -酒石酸 钾 钠 溶液 (450ml) 中 ; 边 加 边 搅拌 。 最 
后 定 容 到 1000ml。 该 浴 液 在 10°C 稳定 ,低温 贮存 时 碳酸 盐 可 能 会 
析出 。 

试剂 乙 :Folin- 酚 试剂 (2mol/L) , 配 法 见 本 实验 .。 上 

5% (W/V)SDS Ht FR | 

0. 8mol/LNaOH 

BSA,0. 3mg/ml 水 

溶菌 酶 ,0. 3mg/ml 水 

未 知 和 蛋白 液 

3mol/L KCl 

lmol/L Tris-HCl(pH7. 5) 

5% (W/V )Triton X-100 

0. 25mol/L 二 硫 苏 糖 醇 。 

2. 操作 方法 

中 取 试 管 编号 


1 
0. 3mg/ml 个 HE BR 
BSA (ml) 0 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.8 1.0 
H2O0 (ml) 1.00.95 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.2 — 0.860.860.5 — 


0. 3mg/ml 


溶菌 酶 Cml) i oe SL YF ee Sela. cat BP OOOO Tt 

A = 二 
16 17 18 “19 

0. 3mg/ml BSA(ml) 0.14 0. 14 0. 14° 0.14 

H,O(ml) 0. 76 0. 76 0. 76 0. 76 

3mol/L KCl(ml) 0, } 二 aa ~ 

5% Triton X-100(ml) 一- 0.1 一 

0. 25mol/L 二 硫 苏 糖 醇 (ml) 一 一 0.1 a 

1 mol/L Tris-HCl(ml) a 4 ae 0.1 

UK UK HEFT Q. QA Ab HB 


* QE 10m! 试剂 甲 与 20ml 5%SDS 液 ,10ml 0. 8mol/L. NaOH 
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液 置 于 三 角 瓶 中 彻底 混 匀 。 向 各 试管 加 入 此 混和 液 1Iml, 室 温 保持 
10 分 钟 。 
@ 5 RK 10ml 的 2mol/L Folin- 酚 试剂 与 50ml KIA. RAH 
此 混合 液 加 入 到 各 试管 中 ,立即 彻底 播 匀 。 室 温 再 放置 30 分 钟 。 
于 540nm 下 测定 各 管 的 光 吸 收 值 。 对 于 含 0. 2,0. 4 和 0. 6ml 
BSA 的 标准 管 进 行 可 见 光 扫描“{〈《400 一 650nm), 作 好 记录 。 
3. 实验 结果 
以 Ai5so 为 y 轴 ,BSA 的 含量 (ug) A x 轴 作 图 。 计算 出 蛋白 质 - 
Cu- 磷 钨 酸 - 磷 钼 酸 复合 物 的 微 摩尔 消光 系数 。 
根据 标准 曲线 查 出 溶菌 酶 的 浓度 ,并 与 预想 值 比 较 , 有 何不 
同 ? 
计算 出 未 知 蛋白 样品 的 浓度 。 
解释 KCl. Triton X-100, — HEH MA Tris-HCl 对 各 管 的 影 
响 。 | | 


实验 十 七 ”紫外 吸收 法 测定 
蛋白 质 浓度 


— AB 

1 Hh Fob OH A 
280nm FRARARKA. KEANMHABRREWAH PE 
AK WE. HE EMRE GAA, SA eA 280nm 光 吸 收 
值 与 其 浓度 成 正比 ;范围 是 0. 1 一 1. Omg 蛋白 质 /ml 溶液 ,因此 可 
用 作 定 量 测定 。 

但 不 同 蛋白 质 中 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 含量 不 同 ， 所 处 的 微 环境 也 
不 同 , 因 此 不 同 的 蛋白 质 溶 液 在 280nm 的 光 吸 收 值 也 不 同 , 但 区 
别 不 十 分 明显 。 据 统计 ,浓度 为 lmg/ml 的 1800 种 蛋 自 质 洲 液 在 
280nm 处 的 光 吸 收 值 在 0. 3 一 3. 0 之 间 ,平均 为 1. 25 士 0.51。 

蛋白 质 的 肽 键 在 200~ 250nm 有 强 的 紫外 吸收 ,其 光 吸 收 强 
度 与 一 定 范围 的 蛋白 质 浓 度 成 正比 , 且 波 长 越 短 光 吸 收 越 强 , 若 选 
用 215nm 可 减少 于 扰 及 光 散 射 ,用 215nm 和 225nm 光 吸 收 差 值 
与 单一 波长 测定 相 比 可 减少 非 蛋 白质 成 分 引起 的 误差 。 

紫外 吸收 法 操作 简便 快捷 ,不 消耗 样品 , 低 浓 度 的 盐 类 不 干扰 
测定 ,在 生化 研究 中 应 用 广泛 ,尤其 是 适合 于 柱 层 析 分 离 中 蛋白 质 
洗 脱 情况 的 检测 。 但 也 有 相当 的 物质 对 紫外 法 有 和 干扰 ,如 核酸 等 。 


二 、 实 验 内 容 
(—)280nm 的 光 吸 收 法 
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本 法 适用 于 一 般 的 半 定 量 测定 ,也 可 用 于 纯 蛋 白质 的 定量 测 
定 ; 
1. 操作 方法 

-到 3ml 和 蛋白 质 样 品 , 以 相应 的 缓冲 液 作 对 照 , 选 用 lcm HE 
的 石英 比 色 杯 , 在 280nm 测 光 吸收 值 ， 

通常 以 蛋白 质 浓 度 为 Img/ml 的 Aveo =1. 0 作为 根据 估算 竺 
测 液 中 的 蛋白 质 浓度 。 若 已 知 该 蛋白 质 的 文献 值 ,可 直接 计算 出 竺 
测 样品 中 蛋白 质 的 浓度 。 

2. 注意 事项 

蛋 自 质 的 紫外 吸收 峰 常 因 pH 值 的 改变 而 有 变化 , 故 测定 时 
应 注意 pH 值 的 控制 。 
”当然 ,也 可 以 先 做 一 标准 曲线 再 求 未 知 样 中 的 蛋白 质 浓度 。 蛋 
白质 范围 应 在 0.1~ 一 1. 0mg/ml。 

(二 )280nm 和 260nm RIK ZH 

核酸 、 核 苷 酸 、 碱 基 等 物质 在 紫外 区 也 有 强 吸 收 , 且 这 些 物 质 
在 生物 材料 中 含量 丰富 , 常 与 蛋白 质 类 相互 干扰。 但 二 者 的 紫外 吸 
收 特性 不 一 样 ,核酸 类 物质 在 260nm 的 光 吸 收 比 280nm 更 强 ,而 
蛋 和 白质 正 相反 ,因此 可 利用 280nm 和 260nm 的 吸收 差 来 计算 蛋 
白质 浓度 ,其 经 验 公 式 是 : 

蛋白 质 浓 度 (mg/ml) 王 1. 45A 290 —0. 74A 260 
(假设 Img 蛋白 质 /ml 溶液 的 Aso 王 1.0) 

方法 是 直接 取 和 蛋白 质 样品 ,以 相应 的 溶剂 作 空白 对 照 ,分 别 于 
260nm 和 280nm 读 光 吸收 值 , 依 据 上 述 经 验 公 式 即 可 求 出 待 测 和 蛋 
白质 样品 的 浓度 。 

(=)215nm 和 225nm & Rik Ze 

稀 溶 液 中 的 蛋白 质 浓 度 适 合 于 本 测定 法 。 适 用 范围 是 20 一 
100pg 和 蛋白质 /ml 溶液 ,其 经 验 公 式 :蛋白 质 浓 度 (mg/ml) = 
0. 144(A2s 一 A,x) 

方法 是 直接 取 和 蛋白 质 样品 溶液 , 按 与 (二 ) 类 似 的 手段 分 别 读 
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出 其 As5s 和 As, 即 可 求 出 蛋白 质 样 品 中 的 浓度 。 

或 者 用 一 已 知 浓度 的 和 蛋白质, 建立 一 系列 不 同 浓度 的 溶液 ,分 
别 读 其 As 和 Ans, RaW RK (A=Dn;—Das5) AAA fe ,蛋白 
质 浓度 为 横 座 标 制 作 标准 曲线 .同样 未 知 样 品 在 测 得 吸收 值 以 后 ， 
可 直接 从 标准 曲线 上 查 得 其 浓度 。 

本 法 灵敏 度 高 , 且 无 和 蛋白质 特异 性 。NaCl、 硫 酸 贸 ,0. lmol/L 
Be. HRA Tris 等 均 无 显著 干扰 。 但 0. mol/L NaQH,0. 1mol/ 
L 乙酸、 琥珀 酸 、 柠 檬 酸 、 邻 苯 二 甲酸 、 巴 比 妥 等 在 215nm. 的 光 吸 
收 较 大 ,必须 降低 其 浓度 在 Smmol/L 以 下 才 无 显著 影响 。 
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 SH+/\ SOs G-250 染色 法 
测定 蛋白 质 含量 


一 、 原 理 

蛋白 质 的 存在 影响 酸 碱 滴定 中 所 用 某 些 指示 剂 的 颜色 变化 ， 
从 而 改变 这 些 染 料 的 光 吸 收 。 在 此 基础 上 发 展 了 蛋白 质 染 色 测 定 
方法 。 涉 及 的 指示 剂 有 甲 基 橙 . 考 马 斯 亮 蓝 、 溴 甲 酚 绿 和 溴 甲 酚 紫 。 
目前 广泛 使 用 的 染料 是 考 马 斯 亮 蓝 。 

考 马 斯 亮 蓝 G-250 在 酸性 溶液 中 为 棕 红色 , 当 它 与 蛋白 质 通 
过 范 德 华 键 结合 后 , 变 为 蓝 色 , 且 在 蛋白 质 一 定 浓 度 范 围 内 符合 比 
尔 定律 ,可 在 595nm 处 比 色 测 定 。2 一 5 分 钟 即 呈 最 大 光 吸 收 , 至 
少 稳定 1 小时。 在 0.01~1. Omg 蛋白 质 /ml 范围 内 均 可 。 该 法 操 
作 简便 迅速 ,消耗 样品 量 少 ,但 不 同 蛋白 质 之 间 差 异 大 , 且 标 准 曲 
线 线性 差 。 高 浓度 的 Tris,EDTA. RR. HW. RE A RE 
和 去 污 剂 对 测定 有 干扰 。 缓冲 液 浓度 过 高 时 ,改变 测定 液 pH 值 会 
影响 显 色 。 考 马 斯 亮 蓝 染色 能 力 强 , 比 色 杯 不 洗 干 净 会 影响 光 吸 收 
值 ,不 可 用 石英 杯 测定 。 


二 、 试 剂 
1. 染色 液 : 取 考 马 斯 亮 蓝 G-250 100mg WF 50ml 95% 乙 醇 
中 ,加 100ml 85%% 磷 酸 , 加 水 稀释 至 1 升 。 该 染色 液 可 保存 数 月 ， 
若 不 加 水 可 长 期 保存 ,用 前 稀释 。 
2. 标准 蛋白 洲 液 :0. 5mg/ml 牛 血 清白 蛋白 。 
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三 .操作 方法 

取 11 支 试 管 (16 X 150mm) 44 S, K WK 4 HM A 0,0.05, 
0. 10,0. 15,0. 20,0. 25,0. 30,0. 35,0. 40,0. 45,0. 50ml 标准 蛋白 
溶液 ,用 水 补足 到 0. 50ml ,加 3ml Fe HH, 7 BH, BS Md (20~ 
25"C) 放 置 15 分 钟 。 然 后 于 595nm 波长 处 比 色 , 另 取 0.5ml 未 知 
浓度 的 蛋白 溶液 同上 测定 ,从 其 Asssm 值 推算 出 其 浓度 大 小 。 

注意 因 标 准 曲线 的 线性 较 差 ,及 时 校正 ,同时 显 色 受 时 间 与 温 
度 影响 较 大 ,控制 在 同一 条 件 下 操作 。 


结果 处 理 
在 标准 曲线 上 查 出 未 知 样品 的 浓度 。 同样 用 age 
二 者 结果 有 何 差异 ? 
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LMT “氨基酸 的 分 离 鉴定 
一 - 纸 层 析 法 


一 、 原 理 

纸 层 析 法 (paper chromatagraphy) 是 最 简单 的 液 - 液 相 分 配 层 
析 , 它 以 滤纸 作 惰 性 支持 物 , 其 原理 主要 是 分 配 作用 , 辅 以 吸附 和 
离子 交换 作用 。 滤 纸 纤 维 上 的 羟基 具有 亲 水 性 , 当 支 持 物 被 水 饱和 
时 滤纸 下 被 吸附 的 水 作为 层 析 的 固定 相 , 与 固定 相 不 相 混 溶 的 有 
机 相 为 层 析 的 流动 相 。 如 果 有 多 种 物质 存在 于 固定 相 和 流动 相 之 
间 ,将 随 着 流动 相 的 移动 进行 连续 和 动态 的 不 断 分配 。 由 于 各 物质 
分 配 系数 的 差异 ,移动 速度 就 不 一 样 , 按 照相 似 溢 解 相似 规律 ,分 
配 系数 大 者 在 纸 上 移 动 速度 慢 , 反 之 则 快 。 最 后 不 同 的 组 分 可 以 彼 
此 分 开 。 

物质 分 离 后 在 图 谱 上 的 位 置 可 用 比 移 值 Ry Hem: 

R,— Re R 中 心 与 原点 之 间 的 距离 

溶剂 前 沿 与 原点 之 间 的 距离 

对 某 些 特定 化 合 物 在 特定 的 展 层 系统 在 一 定 的 温度 下 ,Ri 是 个 常 
数 ,Ri 值 与 分 配 系数 w 有 如 下 关系 : 


a Rt 

趟 中 Ay 和 As 分 别 表 示 流 动 相 和 固定 相 体积 ,Ri 取决 于 被 分 离 物 
质 在 两 相间 的 分 配 系数 和 两 相间 的 体积 比 。 由 于 两 相 体积 比 在 同 
二 实验 条 件 下 是 二 常数 ,所 以 Ri 主要 取决 于 分 配 系数 。 不 同 的 物 
质 分 配 系数 不 同 , 也 就 有 不 同 的 Ri。 此 外 溶剂 和 溶质 的 性 质 、 滤 纸 
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BY TE Jo. Jee Jee BY tik BE A pH 值 均 影响 Ri 值 。 

展 层 的 方式 根据 溶剂 在 纸 上 扩 展 的 方向 可 分 为 上 行 法 .下行 
法 和 环形 法 。 上 行 法 是 让 浴 剂 自 下 而 上 渗透 的 展 层 方式 ,最 常用 。 
下 行 法 是 让 溶剂 由 纸 的 上 端 向 下 渗透 的 展 层 方式 ,其 渗透 速度 快 ， 
展开 距离 可 很 长 ,有 利于 分 离 Re 值 相 差 较 小 的 组 分 。 环 形 法 则 稍 


复杂 , 它 是 在 圆 形 滤 纸 上 进 行 层 析 , 从 边缘 至 圆心 剪 下 一 条 宽 2 一 ~ 


3mm 的 纸 条 , 裁 成 合适 长 度 使 其 浸入 盛 有 溶剂 的 培养 表 中 ,样品 
可 点 于 圆心 ,溶剂 从 圆心 向 四 周 扩散 ,物质 则 在 一 定 距 离 的 半径 上 
形成 同心 圆 。 同 时 展 层 的 方式 又 有 单 向 和 双向 之 分 。 

展 层 形成 的 图 谱 对 无 色 物 质 来 说 有 以 下 几 种 显 色 方法 :四 化 
学 法 ,常用 喷雾 方式 将 合适 的 显 色 剂 均匀 喷 于 纸 上 ,使 之 与 待 分 析 
组 分 起 反应 形成 有 色 或 荧光 物质 ,如 本 实验 的 茹 三 酮 显 色 法 ;@@ 物 
理 法 ,利用 某 些 物质 能 吸收 紫外 线 的 性 质 , 将 其 置 于 紫外 灯 于 观察 
或 产生 暗 斑 , 或 产生 荧光 ;@@ 征 生物 法 ,利用 有 些 化 合 物 对 某 种 微 
生物 的 生长 抑制 作用 来 鉴定 其 存在 与 否 ;@ 同 位 素 及 放射 自 显影 
方法 。 


二 、 试 剂 

谷 氨 酸 、 天 冬 氨 酸 、 谷 氨 酰 胺 、.Y- 氨 基 丁 酸 和 丙 氢 酸 混 合 液 ,将 
各 氨基 酸 分别 配 成 8X10-?mol/L 的 浓度 ,然后 混合 之 。 

8X10-smol/L GAMA 8X10~*mol/L 天 冬 氨 酸 混合 液 。 

0.5% 的 曹 三 酮 丙酮 溶液 。 

TE J B95 % 2B 88% PR I2ZKAK., 


三 、 操 作 方 法 
1. 点 样 :选用 新 华 1 号 滤纸 , 剪 成 18X18cm 的 正方 形 , 在 中 
相 邻 两 边 各 2. 0cm 处 用 铅笔 轻 轻 划 两 条 线 , 在 线 的 交叉 点 处 点 
样 。 已 知 氨基 酸 混合 液 用 量 以 30 一 40Hl 为 宜 , 斑 点 扩散 直径 不 大 
于 0. 5cm, 点 样 时 操作 应 小 心 ,不 能 把 滤纸 弄 破 。 点 样 中 若 点 一 次 
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后 须 点 第 二 次 ,可 用 电 吹 风 冷 风 吹 干 。 

2. 展 层 : 将 点 好 样 的 滤纸 两 侧 边缘 对 齐 ,用 线 缝 好 , 卷 成 简 形 。 
注意 缝 线 处 的 滤纸 两 边 不 能 接触 ,以 免 由 于 毛细 管 现象 使 溶剂 沿 
两 边 移动 太 快 而 造成 洲 剂 前 沿 不 齐 。 将 圆 简 状 滤纸 放 人 平 严 中 , 注 
意 滤纸 勿 与 严 壁 接触 , 严 周围 放 3 个 小 烧杯 ,内 盛 平 衡 溶 剂 , 凌 
钟 罩 进 行 平 衡 。1 小 时 后 打开 钟 单 上 端 塞 子 ,将 加 浴 剂 漏斗 插 人 日 
内 ,使 其 下 端 至 平 血 底部 ,通过 漏斗 加 入 层 析 溶剂 ( 正 丁 醇 :12%% 氮 
水 :95% 乙 醇 拓 13 : 3 : 3), 取 出 漏斗 时 勿 碰 到 滤纸 。 当 溶剂 展 层 至 
BBR EG A lcm 时 取出 滤纸 , 作 好 前 沿 位 置 标记 后 上 防 于 ,将 纸 转 
90" ,再 次 缝 好 后 用 第 二 eR Fs FR es CE TB 80% FARR : 水 一 15 

:3:2 体 积 比 )。 

第 一 相 展 层 时 用 12%% 所 水 作 平 衡 溶剂 ,第 二 相 展 层 时 ,用 该 
相 洲 剂 平衡 。 展 层 剂 易 挥 发 , 需 新 鲜 配 制 , 注 意 摇 勺 ,每 相 用 量 
18~20ml, 

3. SE: KER HBA KMOLK TBA OO.5% ef = i 
丙酮 溶液 在 纸 上 均 匀 喷 雾 , 待 自然 晾 干 后 置 65"C 烘箱 内 烘 30 分 
钟 , 取 出 后 用 铅笔 轻 轻 朱 出 各 显 色 斑点 的 形状 .用 直 尺 量 出 各 斑点 
中 心 与 原点 的 距离 以 及 溶剂 前 沿 与 原点 的 距离 , 求 出 各 氨基 酸 的 
R: 值 . 将 各 显 色 斑 点 的 Ri 值 与 标准 氨基 酸 的 Ri 值 比较 ,可 得 知 该 
BE AY YE A AP 

整个 实验 操作 应 带 手 套 进 行 。 


四 注意 事项 

1. 选用 合适 .洁净 的 层 析 滤 纸 。 滤 纸 应 质地 均匀 厚薄 一 致 , 具 
一 定 的 机 械 程度 和 一 定 的 纯净 度 , 若 分 离 样品 可 用 厚 滤纸 ,What- 
man No.1 滤纸 与 国产 新 华 一 号 滤纸 相似 。 不 洁净 的 滤纸 可 浸 于 
0. 4mol/L HCl 中 20 小 时 , 蒸 饮 水 洗 至 中 性 ,再 依次 用 95%% 乙 醇 、 
无 水 乙醇 和 无 水 乙醚 各 浸 洗 一 次 ,吹风 机 吹 去 乙醚 ,40*C 烘 于 ,但 
处 理 后 的 滤纸 脆性 增加 。 
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2. Bf = BY 25 ah. Og EN = AMPA TF 15ml WK, MA 0. 25g 
HERB BK A 30 分 钟 后 趁 热 过 滤 ( 用 热 滤 漏斗 , 萌 三 酮 遇 冷 
结晶 ) ,滤液 置 冰 箱 中 过 夜 ,次 日 黄白 色 结 晶 出 现 ` 再 过 滤 ,用 lml 
冷水 洗涤 结晶 , 置 干燥 器 中 干燥 后 置 棕色 瓶 内 保存 。 

3. 进行 双 相 层 析 时 ,经 第 I 相 展 层 后 ,上 端 未 经 湾 剂 走 过 的 波 
纸 与 已 被 溶剂 走 过 的 滤纸 形成 一 分 界线 ,在 第 工 相 展 层 时 在 分 界 
线 上 影响 斑点 形状 ,因此 在 进行 开 相 展 层 前 , 先 将 第 工 相 止 端 的 
2cm 边 前 去 ,注意 记 下 第 工 相 时 的 原点 与 溶剂 前 沿 距 离 。 

4. 纸 层 析 的 定量 可 用 洗 脱 比 色 法 。 层 析 滤 纸 显 色 后 按照 同样 
大 小 的 面积 将 各 显 色 斑 点 剪 下 ,在 同一 张 滤纸 上 前 一 块 大 小 相仿 
的 空白 纸 作 比 色 对 照 用 .各 纸 斑 前 成 细 条 梳 状 后 装 人 大手 燥 试管 内 ， 
加 5ml 0.1%CuSO,。5H2O : 75% 2 B=2 :38(VVD) 的 溶液 洗 
Bi. GG. VERSA 10 分 钟 后 在 520nm 波长 处 进行 
比 色 测 定 , 所 得 比 色 读数 在 标准 曲线 上 查 出 其 含量 。 

5. 标准 曲线 的 绘制 :配制 已 知 浓度 的 Glu 和 Asp 混合 液 ,用 
单 相 层 析 法 ,在 滤纸 底 边 2.5cm AbAP HLA 5.10615 和 20ul REM 
混合 液 ,每 点 间隔 2.5cm, 留 一 空白 点 位 置 作对 黑 : FETS: 
80% AR: K=15:3:2(V/V/V) BA KRABE. 同 本 实验 中 的 
步骤 显 色 、 洗 脱 和 比 色 ,以 氨基 酸 含量 为 横 坐 标 , 光 吸收 值 为 纵 坐 
标 作 图 。 结 果 应 为 一 直线 ,不 同 氨基 酸 其 斜率 不 同 。 
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实验 二 十 “从 牛奶 中 分 离 酷 蛋 日 


— RE | , 

BEALAMNERRA. RKAREAE 3.5g/100ml 牛奶 左 
右 。 实 际 上 酷 蛋 白 是 一 类 含 磷 蛋白 质 的 复杂 混合 物 ,而 不 是 单一 的 
化 合 物 。 

酷 蛋 白 的 等 电 点 大 约 在 4. 8, 且 不 溶 于 乙醇 。 利 用 这 两 点 性 质 
将 栈 蛋 白 与 其 它 蛋 白质 分 开 , 并 除去 不 必要 的 脂 质 。 


二 、 试 剂 
0. 2mol/L 乙酸 钠 缓 冲 液 ,pPH4.6。 和 牛乳 、 乙 醇 - 乙 配 (V/V1 : 
1). 


三 、 操 作 方 法 

LE FL 100ml 置 500ml 烧杯 中 ,加 热 到 40"C, 边 搅拌 边 慢 慢 
加 入 100ml 预 热 的 (40"C ) 醋 酸 缓冲 液 , 直 到 pH 达到 4.8 左右 ,可 
用 酸度 计 检 验 并 调节 之 。 将 悬 液 冷 却 到 室温 ,静止 5 分 钟 后 用 纱布 
过 滤 ,收集 沉淀 。 

用 少量 水 将 沉淀 洗涤 几 次 ,再 悬浮 于 30ml 乙醇 中 ,用 布 氏 漏 
斗 滤 去 乙醇 溶液 ,再 倒 人 乙醇 -乙醚 混合 液 洗涤 两 次 ,最 后 用 乙醚 
洗涤 沉淀 两 次 , 抽 王 。 将 沉淀 铺 在 表面 四 上 除去 乙醚 , 称 重 。 此 即 
干燥 的 栈 蛋 白 纯 品 。 
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四 、 计 算 
算出 每 百 毫升 牛乳 中 酪 蛋白 数量 (%)。 若 以 3. 5%% 为 理论 产 
量 , 算 出 回收 率 (2%% )。 
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实验 二 十 一 ， or 乳 清 蛋白 的 
分 离 和 纯化 


一 、 原 理 

o- FLEA (LH %- 乳 白 蛋白 ) 最 早 于 1899 年 从 牛乳 中 分 离 
出 来 。 该 蛋白 的 分 子 量 为 15500, 该 蛋白 由 129 个 氨基 酸 残 基 组 
成 ,在 牛乳 中 的 含量 高 达 lmg/ml. 它 是 乳糖 合成 酶 系统 的 必需 成 
分 。 

在 牛乳 中 的 主要 蛋白 是 酷 蛋 白 , 它 经 酸 沉淀 (pH4. 6) 或 热 处 
理 和 硫酸 钠 处 理 后 从 牛乳 中 去 除 ( 可 参见 “从 牛奶 中 分 离 酷 蛋 白 ” 
一 实验 ) 。 而 e- 乳 清 蛋白 经 过 这 些 处 理 后 仍 以 溶液 态 存在 ,o- 乳 清 
蛋白 的 分 离 纯化 流程 见 下 图 。 在 第 一 步 中 酷 蛋 白 被 沉淀 下 来 ,而 
o 乳 清 蛋白 和 其 它 蛋 白 仍 保留 在 上 清 液 中 。 由 于 - 乳 清 蛋白 在 低 
于 pH4 的 酸性 环境 中 不 溶解 ,因此 通过 AC) 的 加 入 可 使 该 蛋白 沉 
淀 出 来 (此 为 第 三 步 六 当 pH 在 6.0 以 上 时 ,o 乳 清 蛋白 又 变 成 可 
溶 的 ,第 三 步 就 是 利用 此 特性 从 沉淀 中 再 次 将 它 提取 出 来 ;然后 在 
第 四 步 中 再 次 将 碱 溶 性 蛋白 用 酸 沉淀 ;第 五 步 用 Sephadsx 凝 胶 柱 
层 析 将 其 纯化 。 

因为 ;< 乳 清 蛋白 没 有 独特 的 物理 ,化 学 或 生物 学 特征 , 故 没 
有 快速 的 检测 方法 在 纯化 过 程 中 可 利用 。 我 们 可 利用 和 蛋白质 所 共 
有 的 紫外 吸收 特征 进行 快速 跟踪 检测 ,这 是 指 所 有 的 蛋 自 质 而 不 
Ro WEA. KF x- 乳 清 蛋 白 的 专 二 性 分 析 方法 需 利 用 乳糖 合 
成 酶 系统 进行 偶 联 分 析 , 有 专门 的 实验 介绍 。 
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a 加 热 40 °C 
BF | 5k 
沉淀 上 清 液 | 
(FE) 第 二 步 | Fi HCl #4 pH 2 3 
沉淀 上 清 液 
ae 用 水 悬浮 (FE) 
ay | in NaOH 使 PH 到 8.5~9. 0 
沉淀 上 清 液 I 
GEE) 人 本 加 HCl, 4 pH 到 4.0 
沉淀 上 清 液 


(FH) 
用 NaOH 溶解 
第 五 步 | SephadexG-50 柱 层 析 


纯化 的 %- 乳 清和 蛋白 
图 :从 牛乳 中 分 离 <- 乳 清 蛋白 的 流程 图 


二 .试剂 

新 鲜 牛 奶 100ml、 无 水 硫酸 钠 20g\ 浓 盐酸 和 lmolL HCl, 
lmol/L NaOH、0. 05mol/L RRA BBR. 

Sephadex G-50, 9 0. 05mol/L RRA RM Ab EF 


三 、 撮 作 方 法 

1. 将 100ml 牛奶 倒 人 1 升 的 烧杯 中 加 热 到 40°C, DMMB 
搅拌 ,然后 向 其 中 加 入 20g 无 水 硫酸 钠 , 缓 慢 加 入 , 边 加 边 搅 , 大 约 
需 10 一 15 分 钟 。 加 毕 后 放置 10 分 钟 BAER FEB, 
滤液 待 用 。 

2. 将 滤液 置 于 1 升 烧杯 中 温和 搅拌 ,用 浓 盐 酸 调 其 pH 值 为 
3 士 0.1( 用 pH 计 测 量 )。 然 后 于 10000Xg 离心 15 PH, KALE 
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清 , 沉 淀 备 用 。 

3. 用 10ml 蒸馏 水 悬浮 2 步 中 的 沉淀 ,然后 滴 加 lmol/L 
NaOH 调 pH8. 5 一 9. 0( 用 pH RM), HABA. WH! 大 部 分 蛋白 
质 溶解 ,再 于 12000Xg 离心 10 分 钟 , 将 上 清 转移 到 50ml 烧杯 中 

4. 用 lmol/L HCl 调 该 液 的 PH 值 为 4.0( 用 pH 计 ) 边 滴 加 
边 搅 匀 , 于 12000Xg 离心 10 分 钟 , 弃 去 上 清 液 ,沉淀 备用 。 

5. 沉淀 用 少量 0. 05mol/L 碳酸 氢 铵 溶液 悬浮 待 用 ,也 可 冰冻 
贮存 备用 。 

将 处 理 好 的 Sephadex G-50 装 柱 (2. 5cmX40cm) 使 柱 床 高 约 
30cm, 然后 用 0. 05mol/L 碳酸 氢 铵 充分 平衡 。 待 分 离 纯 化 的 乳 清 
蛋白 粗 样品 (浓度 约 Smg/ml)2ml 加 到 层 析 柱 上 进行 纯化 , 洗 脱 液 
仍 为 0.05mol/L 碳酸 氢 铵 溶液 ,流速 为 10 一 15ml/ 小 时 ,每 5ml 
收集 一 管 。 用 ;280nm 处 的 光 吸 收 值 监测 洗 脱 进程 ,用 0. 05mol/L 
RRA RRB AAA. WR PRB Aol. WE Aro >0. 2 的 
部 分 并 合并 之 ,用 于 进一步 的 实验 ,使 用 过 的 Sephadex G-50 可 回 
收 再 用 。 


四 、 结 果 分 析 与 思考 题 

以 Acgonm 对 试管 编号 作 图 可 得 一 洗 脱 曲线 图 .分析 图 中 有 几 
TEA? 何者 含 蛋 白质 量 最 多 ? 你 认为 每 个 峰 中 只 含有 一 种 蛋 
扎 质 呢 或 是 几 种 蛋白 质 的 混合 物 ? 
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实验 二 十 二 “c- 乳 清 蛋白 的 分 析 鉴定 


一 .原理 

在 - 乳 清 蛋白 的 分 离 纯化 实验 中 所 提供 的 检测 (280mm Fi 
光 吸 收 ) 只 是 表明 各 分 离 步骤 中 有 蛋白 质 的 存在 ,但 至 于 有 多 大 的 
含量 ,有 几 种 蛋白 质 存在 , 何 种 蛋白 质数 量 占 优 势 等 问题 均 没有 得 
到 解答 .在 本 实验 中 我 们 提供 了 两 种 测定 总 蛋白 质 含量 的 方法 ;用 
PAGE ( 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ) 法 来 鉴定 终 产 物 的 纯度 。 有 关 这 几 
种 方法 的 原理 在 前 述 有 关 实 验 中 已 经 作 过 说 明 ,此 不 乾 述 。 


二 、 试 剂 
1. Fe PA Me Be BR BE HBC FB OK 
oa- 乳 清 蛋白 样品 (包括 标准 品 和 前 一 个 实验 中 制备 的 o- 乳 清 
蛋白 ) 
贮存 液 : 
a. Tris-H ABE MRK pHs. 3. 
b. & TEMED 的 Tris 缓冲 液 ;pPH8. 9. 
c. 28% 丙烯 酰 腕 和 0.74%% 双 体 丙 烯 酰胺 溶液 。 
d. 含 TEMED 的 Tris 缓冲 液 ,pPH6. 9。 
e. 10% 丙烯 酰胺 和 2.5% 双 体 丙 烯 酰胺 溶液 。 
f. 核 黄 素 ,40mg/L ,用 水 配制 。 
g. 过 硫酸 铵 (0. 14% ) ,用 水 新 鲜 配 制 。 
h. 矢 糖 ,400g/L ,用 水 配制 。 
i. 0. 02% 省 酚 蓝 指示 剂 。 
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考 马 斯 亮 蓝 染 色 系 统 : 

a. 染色 液 ,0.25% 考 马 斯 亮 蓝 液 ,溶剂 为 甲醇 : 乙酸 :水 二 
5:1:5。 

b. 脱色 液 ,醋酸 : 甲醇 :水 =7 :7 :86。 

银 染 系统 : 

a. 预 固定 液 1, 甲 醇 : HO: 酷 酸 一 50 : 40 : 10。 

b. 预 固 定 液 2, 水 : 酷 酸 : 甲醇 二 88 : 7 : 5, 

c. 10% 戊 二 醛 的 固定 液 ;0.1% 硝酸 银 水 洲 液 ;二 硫 苏 糖 醇 洲 
WK (ug/ml) ;柠檬 酸 (2. 3mol/L) 。 

d. 染 液 ,500Ul 的 3.7% PRAT LA 3%% 碳 酸 钠 液 。 

2. 蛋白 质 分 析 方 法 (Lowry 法 ) 

前 一 实验 中 纯化 得 到 的 - 乳 清 蛋白 。 

0. 1mg/ml 的 小 牛 血清 昌 蛋白 洲 液 。 

YW a:1%CuSO,. , 

YM b:2%Na.CO;, 8 0. lmol/L NaOH 洲 解 。 

RR: 20RARH. 

溶液 d:Folin 试剂 (2mol/L) 。 

考 马 斯 亮 蓝 法 , 见 实验 十 八 。 


三 、 操 作 方 法 

1. BEAR AR A Mah BE A BE BE a DK 

(1) 胶 的 制备 

按 下 述 配方 准备 工作 液 

人 分 离 胶 :1lml 溶液 b,2ml 溶液 <c 和 1lmlH2;O。 

Qk 48 BE: ml 溶液 4,2ml 溶液 e,lml WR f AM 4ml 溶液 h。 

每 个 待 分 析 蛋 白质 样品 准备 2 支 玻 管 (6mm 内 径 7. Sem 
高 ), 用 parafilm 膜 或 橡胶 管 封 住 玻 管 的 一 端 后 将 其 竖 直 放 好 。 取 
4ml 47 73 BE COM) Al 4ml 过 硫酸 铵 ( 即 溶 液 g) ,充分 混 匀 并 立即 
转移 到 玻璃 管 中 , 最 后 用 1 滴水 将 胶 液 面 上 端 与 空气 隔 开 ,使 胶 进 
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行 聚 合 反应 , 约 需 30 分 钟 。 

在 聚合 过 程 进行 的 同时 ,准备 工作 液 . 2( 即 浓缩 胶 液 )* 聚 合 完 
毕 后 ,将 分 离 胶 上 层 的 水 小 心 吸 去 ,然后 在 分 离 胶 顶 端 加 工作 液 
@, 同 上 再 用 水 封闭 ,再 置 于 光线 充足 的 地 方 使 之 充分 聚合 ,时 间 
约 需 30 分 钟 , 最 后 吸 去 水 层 。 

去 掉 玻 管 一 端的 封口 膜 或 橡胶 管 , 做 好 标记 ,将 其 插 人 大 到 电泳 
槽 的 合适 位 置 ,浓缩 胶 向 上 方 。 向 电泳 槽 的 上 下 池 申 加 人 适量 的 
Tris- 甘 氨 酸 电极 缓冲 液 , 赶 尽 玻 管 中 的 气泡 。 

(2) 加 样 

每 个 蛋白 质 样 品 取 2 HCO. lml 和 .0. 2ml) ,各 与 0. lml 蔗糖 
液 混和 ,再 各 加 0. 1ml 溴 酚 蓝 指示 剂 溶液 , 即 为 蛋白 质 电泳 样 液 。 
然后 用 长 滴 管 将 0. lml Si rs 2 Fae LE ae 3 

一 个 样品 。 

(3) 电 泳 

检查 电泳 装置 ,确认 无 误 后 即 可 开始 电泳 , 设 定 5mA/ 管 ， 当 
溴 酚 蓝 到 达 下 端 约 1 厘米 处 ( 约 需 1 一 2 小 时 ) 时 ,关闭 电源 ,打开 
电泳 槽 ,取出 玻 管 。 

(4) i BE 

注射 器 吸 和 人 水 后 将 针头 小 心 插入 玻 管 管 壁 和 胶 之 间 的 位 置 ， 
边 转 动 玻 管 边 注水 ,推出 来 的 胶 用 培养 下 或 带 盖 试管 盛 放 。 

(5) 考 马 斯 亮 蓝 法 染色 

向 盛 有 胶 的 器 血 中 倒 人 足 量 的 考 马 斯 亮 蓝 染 色 液 ,使 之 淹 没 
凝 胶 , 放 置 30 分 钟 后 倒 出 染色 液 换 以 脱色 液 , 每 隔 几 小 时 再 换 以 
新 的 脱色 液 , 直 到 胶 本 底 无 色 而 只 有 蛋白 带 显 色 为 止 ,此 过 程 需 花 
几 天 时 间 。 

《6) 银 染 法 

将 胶 条 用 预 染 液 1 浸泡 30 分 钟 , 然 后 用 预 染 液 2 浸泡 30 分 
钟 以 固定 ,再 用 10% 戊 二 醛 固 定 30 分 钟 , 以 防止 蛋白 质 的 移动 和 
扩散 。 用 蒸 馆 水 冲洗 凝 胶 ,接着 用 二 硫 苏 糖 醇 溶 液 浸泡 30 分 钟 。 将 
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其 倾 去 后 再 用 0.1% RRR 30 分 钟 , 用 蒸馏 水 洗 一 次 , 甲 
醛 液 洗 二 次 ,再 泡 于 甲醛 溶液 中 直到 蛋白 带 明 显 可 见 为 止 。 最 后 用 
2. 3mol/L 柠檬 酸 液 5ml 终止 染色 过 程 , 用 水 冲洗 几 遍 凝 胶 即 可 。 

(7) 结 果 处 理 

量 出 每 条 胶 的 总 长 度 , 每 个 蛋白 带 和 染料 自 上 端 向 下 移动 的 

距离 ,并 画 出 每 条 凝 胶 的 示意 图 。 

2. 蛋白 质 分 析 

(1)Lowry 法 

准备 10 支 试管 (IOmmX100mmy) , 按 下 表 加 各 种 试剂 ,其 中 1 
号 管 作 空 白 ,2 一 6 号 管 为 标准 曲线 制作 ,7 一 10 号 管 为 两 种 不 同 浓 
度 的 待 测 - 乳 清 蛋白 管 ( 各 两 份 ) ,注意 在 每 支 试管 加 CuSO, 之 前 
均 为 1. Omi, 


试剂 管 号 
的 并 司 0 

H,O(ml) — 1.0 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 0.7 0.7 0.4 0.4 
‘we BSA(ml)  — 0:1 0.2 0.4 0.6 0.8 2) — ee 
co- 乳 清 蛋 白 (ml) 一 — — — — — 0.30.3 0.6 0.6 
碱 性 CuSO, WH 5。 0ml 

混 匀 ,放置 10 分 钟 
Folin 试剂 均 为 0.25ml 

混 匀 ,放置 30 分 钟 


其 中 的 碱 性 CuSO, 工作 液 需 按 下 述 程序 新 鲜 配 制 : 取 1. 0ml 
溶液 c( 酒 石 酸 钠 液 ) 转 移 到 125ml 容量 瓶 中 ,再 加 1.0ml 溶液 a 
(CuSO, 液 ) 和 98ml 溶液 b(NaCO; 液 ) , 边 加 边 搅拌 BARK 
液 可 用 1 天。 

71 


(2)Bradford 法 ( 考 马 斯 亮 蓝 染 色 法 ) 
准备 10 支 试 管 (10mm X 100mm) , 按 下 表 顺 序 加 各 种 试剂 


试剂 管 号 

Lehi 3 
H,O (ml) 1.0 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 0.7 0.7 0.4 0.4 
标准 BSACml) — 0.10.2 0.4 0.60.8 一 — — — 
co- 乳 清 蛋 白 (ml) 一 — — — — — 0.30.3 0.6 0.6 
Bradford 试剂 “ 均 加 5ml, 彻 底 混 匀 ,放置 5 分 钟 。 
Ai;s5 

(3) 紫 外 法 


按 操作 规程 打开 紫外 分 光 光 度 计 , 预 热 15 分 钟 , 将 波长 调 至 
260nm, 以 0.05mol/L 碳酸 氢 铵 作 空 白 调 零点 ,然后 读 出 c- 乳 清 
蛋白 的 光 吸 收 值 (Axo)。 者 该 值 大 于 1.0, GARRAREB A 
释 后 再 读 Ado. 

同上 述 步 骤 一 样 , 将 波长 分 别 调 至 280nm 和 290nm, i a- FL 
清 蛋 白 的 Axw 和 Aco. nn 

若 条 件 许 可 ,可 获得 波长 在 240nm 到 340nm 范围 内 的 o- FL 
清和 蛋白 连续 光谱 ,同样 以 碳酸 氢 贸 作 空白 ,同样 作 一 个 标准 a- 乳 
清和 蛋白 的 紫外 光谱 图 。 将 二 者 进行 比较 。 


四 、 结 果 分 析 

1. 盘 状 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 

仔细 观察 胶 条 并 估计 每 个 蛋白 样品 的 蛋白 质 组 成 数目 。 计 算 
每 条 蛋白 带 的 相对 迁移 率 。 

旧 对 迁移 率 一 指示 剂 交 料 的 这 动 下 
将 每 个 胶 条 中 的 所 有 谱 带 的 相对 迁移 率 列 表 , 比较 你 自己 纯化 的 
o- 乳 清 蛋 白 和 标准 乳 清 蛋 白 的 电泳 结果 。 你 从 牛奶 中 获得 的 主要 
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蛋白 质 是 不 是 o-FLRBA? 

2. 蛋白 质 分 析 

先 从 小 牛 血 清白 蛋白 的 数据 制作 一 标准 曲线 ,以 光 吸 收 值 为 
纵 坐 标 , 以 标准 蛋白 毫升 数 为 横 坐 标 , 进 而 根据 w- 乳 清 蛋 白 的 光 
吸收 值 计 算出 在 分 离 峰 中 的 浓度 (mg/ml) 。 

3. 关于 紫外 吸收 法 的 说 明 

因为 具有 紫外 吸收 的 于 扰 物质 很 多 ,其 中 主要 是 核酸 类 ,因此 
蛋白 质 含量 与 紫外 吸收 值 之 间 的 关系 常常 依 于 一 些 经 验 值 。 


-紫外 吸收 法 的 蛋白 质 计 算法 
A 280/ A260 % 核 酸 F 
Witz 0. 00 | 1.12 
1. 63 0. 25 1. 08 
1.52 0. 50 1. 05 
1. 40 0.75 1. 02 
1. 36 1. 00 0. 99 
1. 30 1. 25 0. 97 
1. 25 1.50 0. 94 
1.16 2. 00 0. 90 
1.09 2. 50 0. 85 
1. 03 3. 00 0. 81 
0.95 3.50 0. 78 
0. 94 4. 00 0.74 
0. 87 5. 00 0. 68 
0. 85 5.55 0. 66 
0. 82 6. 00 0. 63 
0. 80 6. 50 0. 61 
0. 78 7.00 0.59 
0.77 7.50 0.57 
0. 75 8. 00 0.55 
0. 73 9. 00 0.51 
0.71 10. 00 0. 48 
0. 67 12. 00 0. 42 
0. 64 ' 14. 00 0. 38 
0. 62 17. 00 0. 32 
0. 60 20. 00 0. 28 
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计算 出 Aso/Axio, 用 上 表 可 查 出 对 应 的 下 值 * 进 而 可 知 在 收集 峰 
中 核酸 的 百 分 含 量 , 并 计算 出 蛋白 浓度 (可 根据 下 列 公 式 必 
蛋白 质 浓度 (mg/ml) 王 Aszso * F 
或 蛋白 质 浓度 (mg/ml) 一 1 55A2g0—0- 76A 260 
比较 这 两 种 方法 的 结果 。 
利用 Beer-Lambert 关系 可 计算 .280nm 下 的 消光 系数 E:”。 
A=Ebc 
式 中 A:280nm 下 的 光 吸 收 什 
忆 : 消 光 系 数 ,EI” 
b : 光 径 (通常 为 lcmy) 
c: 蛋 白质 浓度 (mg/ml) 


纯 的 小 牛 a- 屯 清 蛋 白 之 也 损 一 20， 1。 计 算 Auw/Asw, 其 标准 值 文献 


报导 为 1. 30。 
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SHO T= ABSHNeMN Ate 


一 、 原 理 

1 离子 交换 层 析 法 :离子 交换 层 析 (ion exchange chromatog- 
raphy,IEC) 是 分 离 、. 纯 化 混合 物 的 液 - 固 相 层 析 方 法 。 它 基于 被 分 
离 物 质 的 阳 或 阴离子 和 相对 应 的 离子 交换 剂 间 的 静电 结合 , 即 根 
据 物质 的 酸 碱 性 \ 极 性 等 差异 ,通过 离子 间 的 吸附 和 脱 吸附 而 将 混 
合 物 的 各 组 分 彼此 分 开 。 其 交换 机 制 主要 由 5 步 组 成 :@ 四 离子 扩散 
到 树脂 的 表面 ,在 均匀 溶液 中 此 过 程 非常 迅速 ;@) 离 子 通过 树脂 扩 
散 到 交换 位 置 , 此 过 程 是 控制 整个 离子 交换 反应 的 关键 ,由 树脂 的 
交 联 度 和 溶液 浓度 所 决定 ;@ 在 交换 位 置 上 进行 离子 交换 , 它 是 瞬 
间 发 生 的 , 且 是 一 个 平衡 过 程 ;@ 被 交换 的 离子 通过 树脂 扩散 到 表 
面 ; 图 ) 用 洗 脱 液 洗 脱 , 被 交换 的 离子 扩散 到 外 部 溶液 中 。 离 子 交换 
层 析 包 括 离 子 交 换 剂 平衡 ,样品 物质 的 加 入 和 结合 ,改变 条 件 以 产 
生 选 择 性 吸附 、 取 代 、 洗 脱 和 离子 交换 剂 再 生 等 步骤 。 样 品 加 和 后 
用 起 始 缓冲 液 将 未 结合 的 物质 从 交换 剂 上 洗 掉 ; 因为 电荷 不 同 的 
物质 对 离子 交换 剂 有 不 同 的 亲和力 ,通过 改变 洗 脱 液 的 离子 强度 
Al pH 值 , 使 这 些 物质 按 亲 和 力 大 小 顺序 依次 从 柱 中 洗 脱 下 来 。 整 
个 交换 过 程 是 可 逆 的 ,一 般 遵 循 化 学 平衡 规律 。 

离子 交换 剂 据 其 基质 的 组 成 和 性 质 可 分 为 疏水 性 离子 交换 剂 
和 亲 水 性 离子 交换 剂 两 大 类 。 前 者 中 如 由 苯 乙 烯 和 二 乙烯 合成 的 
聚合 物 一 一 树脂 .后 一 类 有 纤维 素 离子 交换 剂 ORK MRR TR 
换 剂 和 琼脂 糖 离子 交换 剂 等 。 若 按 电 荷 基 团 的 性 质 可 分 为 阴离子 
交换 剂 和 阳离子 交换 剂 。 
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离子 交换 剂 


名 称 功能 基 团 基质 分 类 
阴离子 交换 剂 

AGI EER 聚 葵 乙 烯 强 

AG3 叔 胺 基 A CZ, tis 弱 

DEAE- 纤 维 素 二 乙 基 氨 基 乙 基 纤维 素 弱 

PEI- 纤 维 素 聚 乙 烯 亚 胺 基 纤维 素 55 

DEAE-Sephadex 二 乙 基 氨基 乙 基 i 55 

QAE-Sephadex 二 乙 基 ( 乙 - 羟 丙 基 ) BRE 强 

乙 基 

阳离子 交换 剂 - 

AG 50 磺 酸 基 KA hs an | 

Bio-Rex 70 RARE 丙烯 酸 ” 弱 

CM- 纤 维 素 羧 甲 基 纤维 素 弱 

P- 纤 维 素 Be AR 纤维 素 中 

CM-Sephadex 羧 甲 基 葡 聚 糖 oe) 

SP-Sephadex fe FA i 强 


选择 何 种 离子 交换 剂 , 首 先 考虑 能 否 保持 被 分 离 的 大 分 子 物 
质 的 生物 活性 和 可 溶性 的 pH 值 ,然后 确定 在 该 PH 值 下 目的 物 带 
何 种 电荷 及 其 电 性 的 强 弱 、 分 子 的 大 小 与 数量 ,同时 也 要 考虑 环境 
中 共存 的 其 它 组 分 带 何 种 电荷 ,数量 多 少 ,与 目的 物 差异 大 水 等 。 
在 此 基础 上 再 考虑 选择 离子 交换 剂 的 类 型 、 交 换 和 洗 脱 条 件 等 。 

分 离 高 分 子 生物 活性 物质 时 通常 用 纤维 素 离子 交换 剂 和 葡 聚 
糖 凝 胶 离 子 交 换 剂 .它们 的 母体 具 亲 水 性 ,对 生物 大 分 子 的 吸附 及 
洗 脱 都 比较 温和 ,而 不 破坏 被 分 离 物质 。 

2. 微 白 蛋白 (parvalbumin) : 微 白 蛋 白 是 一 种 球状 钙 结 侣 和 蛋 
白 , 其 分 子 特征 为 :由 一 条 多 肽 链 组 成 ,分 子 量 小 (10000 一 12000 太 
等 电 点 低 , 在 水 中 溶解 性 高 ,稳定 性 能 好 ;具有 特别 的 紫外 吸收 光 
谱 。 它 在 Ca+ 的 信使 作用 中 具 调节 功能 。 根 据 其 分 子 特征 我 们 用 
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Sephadex G-75 #1 DEAE-Cellulose 来 纯化 它 。 在 pH6.5 的 情况 
下 , 微 白 蛋白 带 有 负电 荷 , 因 此 选择 DEAE- 纤 维 素 离 子 交 换 剂 。 


二 、 试 剂 

抽 提 缓冲 液 ;10mol/L Tris-HCl 缓冲 液 , pH6.5, A 4 
lmmol/L CaCh ; 

0. 5mol/L HCI,0. 5mol/L NaOH, (NH, ).SO, 


= BRIERE 

1. 微 白 蛋白 的 提取 与 (NH,):SO, 分 级 沉淀 : 取 活 鲫鱼 背部 肌 
肉 50g, 去 皮 后 剪 碎 , 加 1.5 倍 体积 的 抽 提 缓冲 液 (10mmol/L 
Tris-HCl 缓冲 液 , 内 含 1 mmol/L CaCl,) , 置 高 速 组 织 捣 碎 器 中 破 
细胞 , 匀 浆 物 可 用 镜 检 看 细胞 是 否 大 部 分 已 破碎 ,然后 用 纱布 过 
WE. WRF 15000Xg.4 "C 离 心 30 分 钟 , 取 上 清 液 , 量 出 体积 后 按 
CW7VV) 加 固体 硫酸 铵 至 55%% 饱 和 度 ,4?"C 搅 拌 1 小 时 后 于 18000 
KX g.4 °C > 30 分 钟 , 取 上 清 对 抽 提 缓冲 液 透 析 至 无 SO4 为 止 ， 
中 间 需 经 常 更 换 缓冲 液 ,'SO+ 可 用 BaCl, 溶液 检查 。 最 后 用 聚 乙 
二 醇 (MW 王 20000) 浓 缩 , 置 冰箱 待 用 。 

2. Sephadex G-75 柱 层 析 : 关 于 Sephadex G-75 MW Ak Ab HB 
及 装 柱 方式 请 参见 凝 胶 过 滤 法 测定 蛋白 质 的 分 子 量 实验 。 取 浓缩 
后 的 粗 提 液 (5ml) 上 Sephadex G-75(2.5X90cm) 柱 层 析 进行 初步 
纯化 , 柱 的 平衡 、 洗 脱 均 用 10mmol/L Tris-HCl ( 含 1lmmol/L Ca- 
Cl ) 缓 冲 液 ,pPH6.5。 分 步 收 集 8 毫升 / 管 ,3 管 / 小 时 。 利 用 260nm 
处 的 光 吸 收 值 作为 检测 指标 。 

3. DEAE- 纤 维 素 柱 层 析 :首先 处 理 DEAE- 纤 维 素 。 将 干 纤维 
素 粉 末 轻 撒 在 0.5mol/L HCl 洲 液 中 (每 克 交 换 剂 约 需 15ml KF 
液 ) ,自然 沉 下 , 浸 放 30 分 钟 以 上 .用 耐酸 漏斗 抽 滤 ,如 溶液 变 黄 可 
重复 洗 至 无 黄色 为 止 ,再 用 水 洗 净 NaOH 至 中 性 (用 pH 试纸 检 
查 ) ,然后 换 用 0. Smol/L NaOH 洗 , 抽 滤 ,水洗 , 酸 洗 , 再 用 NaOH 
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we 然后 用 平衡 缓冲 液 (10mmol/L Tris-HCl, 4 1mmol/L CaCl,; 
pH6. 5) 平衡 。 

再 装 柱 :向 柱 中 先 加 入 1/3 高 度 的 缓冲 液 ,在 搅拌 下 将 烧杯 中 
的 DEAE- 纤 维 素 悬 浮 液 谷 人 柱 中 , 竺 底面 沉积 起 1~2em 的 柱 床 
后 ,打开 柱 的 出 口 , 随 着 缓冲 液 的 流出 ,不 断 向 柱 中 加 悬 浮 液 , 这样 
凝 胶 颗 粒 便 连 续 缓 慢 沉 降 ,此 时 应 注意 控制 流速 , 待 沉 积 面 到 离 柱 
的 顶端 约 3 一 5cm 处 停止 装 柱 。 继续 用 缓冲 液 平衡 "一般 用 :3 一 5 
倍 柱 床 体积 的 缓冲 液 在 恒定 压力 下 流 过 柱 就 可 以 了 。 新 装 成 的 柱 
各 出现 不 均匀 或 气泡 应 重 装 。 层 析 柱 的 大 小 为 二 5cenmmXi30cm。 

将 经 Sephadex G-75 层 析 柱 初 步 纯化 所 得 到 的 微 白 蛋白 溶液 
进一步 用 DEAE- 纤 维 素 柱 纯化 。 加 样 时 首先 检查 柱 床 表面 是 否 平 
整 , 若 有 凸凹 不 平 者 ,可 用 细 玻 棒 轻 轻 搅动 表面 ,使 交换 剂 重新 自 
然 沉 降 至 表面 平整 ,为 避免 加 样 时 破坏 表面 平整 ,可 用 一 合适 大 小 
的 滤纸 片 覆 于 其 上 。 然 后 将 柱 床 表面 存留 较 多 的 缓冲 液 吸 去 , 留 下 
少量 使 其 从 柱 下 端 自然 流出 , 当 液 面 与 柱 表面 相 切 时 关闭 流出 号 ， 
用 滴 管 慢 慢 将 样品 加 人 入 柱 内 , 纪 冲 动 表面 ,再 打开 出 口 3 使 样品 渗 
入 柱 内 , 当 样品 将 近 完 全 渗 人 层 析 介质 时 , 像 加 样 一 样 用 滴 管 仔细 
加 入 约 4cm 柱 高 的 缓冲 液 , 然 后 接 上 人 恒 压 洗 脱 瓶 开始 平衡 , 洗 脱 。 
经 过 一 段 时 间 平 衡 后 ,让 微 白 蛋 和 白 充 分 与 离子 交换 剂 结合 * 再 改 用 
洗 脱 液 淋 洗 , 洗 脱 液 为 含 1. 0~100mmol/L NaCl 线性 梯度 的 平衡 
缓冲 液 . 洗 脱 速度 为 21 毫升 /小 时 ,7. 0 毫升 / 管 。 同 样 用 260nm 紫 
外 吸收 值 来 检测 。 

4. 纯度 测定 :纯化 的 微 白 蛋 白 可 以 用 PAGE, SDS-PAGE, 
IEF-PAGE 等 来 鉴定 其 纯度 ,具体 操作 见 有 关 实 验 。 
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Si + RR BET AME 
蛋 日 质 的 分 子 量 


—. hE 

凝 胶 过 滤 (Gel filtration) + # HERA Ef (exclusion chro- 
matography ) , 分 子 筛 层 析 (molecular sieve chromatography) 和 
凝 胶 层 析 (Gel chromatography) 。 凝 胶 是 由 胶体 溶液 凝结 而 成 的 
固体 物质 ， 其 内 部 具有 很 细微 的 多 孔 网 状 结构 。 凝 胶 层 析 的 机 理 
是 分 子 得 效应, 当 凝 胶 颗 粒 在 合适 溶剂 中 浸泡 , 充分 吸 液 膨胀 ， 然 
后 装 人 层 析 柱 内 ,加 入 欲 分 离 的 混合 物 后 , 再 以 同一 溶剂 洗 脱 。 在 
洗 脱 过 程 中 ， 大 分 子 不 能 进入 凝 胶 内 部 而 沿 凝 胶 颗 粒 间 的 空 院 最 
先 流出 柱 外 ,而 小 分 子 可 以 进入 凝 胶 颗 粒 内 部 的 多 孔 网 状 结构 , 流 
速 缓 慢 ， 以 臻 最 后 流出 柱 外 ， 从 而 使 样品 中 分 子 大 小 不 同 的 物质 
按 顺 序 分 离开 。 

凝 胶 层 析 的 解释 可 用 分 子 得 效应 说 明 。 当 凝 胶 装 柱 后 ， 柱 床 
容积 称 为 “总 容积 ”(VD， 它 由 Vs Vi、Ve。 三 部 分 组 成 ， 

V, 三 Vo 二 Vi 十 V。 
HP Vo 为 “外 水 容积 ”， 或 “外 容积 ”或 “孔隙 容积 ”>， 即 存在 于 
柱 床 内 凝 胶 颗 粒 外 面 空 除 之 间 的 水 相 容积 ， 相 应 于 一 般 层 析 法 中 
柱 内 流动 相 的 容积 ; Vi 为 “内 水 容积 ”或 “内 容积 ”， 即 凝 胶 颗 粒 
内 部 所 含水 相 的 容积 ， 相 应 于 一 般 层 析 法 中 的 固定 相 容积 ， 它 可 
从 干 凝 胶 颗 粒 重量 和 吸水 后 的 重量 求 得 ; V。 为 凝 胶 本 身 的 容积 ， 
V.—V.=Vi+V,. 
79 


“ 洗 脱 容积 ” CV.) JR AE IA PE AB FF Bh BS KH 

( 峰 ) 出 现时 所 流出 的 容积 ， 它 与 V。 及 Vi 的 关系 为 : 
V.=Vot+KaVi- 

式 中 Ks iy PR A 9 HRS} 7 a 
REN RBA) RB AG SPE A Me, Ee SL Beh Dn TF KAN 
颗粒 孔隙 的 大 小 分 布 有 关 ， 而 与 柱 形状 无 关 ， 对 特定 物质 来 说 是 
一 常数 。 对 一 层 析 柱 凝 胶 床 来 说 ， 员 要 通过 实验 得 知 某 一 物质 的 
洗 脱 容积 V…， 就 可 求 出 其 K, 值 , Aas K=O 


式 中 V。 可 用 不 被 凝 胶 滞留 的 大 分 子 物 质 溶液 求 得 ， 如 蓝 色 葡 聚 
糖 -2000 (MW 王 2000000)， 血 红 和 蛋白 ， 印 度 黑 墨 水 等 ; Vi 可 用 
g。WR 求 得 〈g 为 干 凝 胶 重 ，Wa 为 凝 胶 的 吸水 量 ， 以 mlg 表 
AR ) « 

Ka 可 以 有 以 下 几 种 情况 : 

(1) 当 Ks=0 mt, WY V. 一 Vi， 即 对 于 根 未 不能 进入 攻 胶 内 部 
的 大 分 子 物 质 全 排 阻 ， 洗 脱 容积 等 于 空隙 容积 。 

(2) 4 0<Ki<1 Bt, V=V.+KiVi, 表示 内 容积 只 有 二 部 分 
RADHA, PROBA, Vo EV. 和 V。 十 Vi 之 间 变 化 。 

(3) 当 K=1 时 ，V.=Vu 十 Vi， 即 小 分 子 可 完全 渗入 凝 胶 内 
部 时 ， 洗 脱 容 积 应 为 外 水 容积 和 内 水 容积 之 和 。” 

(4) 当 Ks>1 时 ， 表 示 凝 胶 对 组 分 有 吸附 作用 ,此 时 V. 二 Vs 
十 Vi， 如 一 些 芳香 化 合 物 的 洗 脱 容 积 超过 理论 计算 的 最 大 值 。 

但 实际 工作 中 ， 对 小 分 子 物 质 也 得 不 到 K.=1 HRA, RH 
是 交 联 度 大 的 凝 胶 ， 差 别 更 大 。 这 是 由 于 一 部 分 水 相 与 凝 胶结 合 
较 牢 固 ， 成 为 凝 胶 自 身 的 一 部 分 ， 因 而 不 起 作用 及 小 分 子 不 能 扩 
BAA MH. Hat Viz: We, TARA Vi A, BR 
决 办 法 是 不 使 用 V; 和 Ku TD Dg Be BOK RE Ka, Vi= 


V 一 V fA Bist. Kua Ss Bb Ve= =V+Kwy (Vi—Vo). 即将 


来 的 水 固定 相 《〈Vi) 改 为 水 与 凝 胶 颗 粒 的 固定 相 (Vi 一 Vo)， 而 洗 
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BF CVe—Vo) 作 流动 相 ，K, 与 Ka 对 交 联 度 小 的 凝 胶 差 别 较 小 ， 
而 对 交 联 度 大 的 凝 胶 差别 较 大 。 

凝 胶 过 滤 操 作 方便 ， 设 备 简单 ， 周 期 短 ， 重 复 性 能 好 ， 一 般 
不 引起 生物 活性 物质 的 变化 ， 广 泛 应 用 于 脱盐 ， 浓 缩 高 分 子 物 质 
溶液 ， 生 化 物质 的 提纯 ， 去 热源 物质 以 及 测定 高 分 子 物质 的 分 子 
量 。 

目前 使 用 的 凝 胶 有 葡 聚 糖 凝 胺 、 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 、 琼 脂 糖 凝 
胶 和 琼脂 糖 及 葡 聚 糖 组 成 的 复合 凝 胶 。. 这 些 凝 胶 具 有 以 下 条 件 :化 
学 性 质 稳定 ， 不 与 待 分 离 物质 发 生 反应 ， 没 有 或 只 有 极 少 量 的 离 
子 交 换 基 团 ， 且 有 足够 的 机 械 强度 。 本 实验 用 的 是 葡 聚 糖 凝 胶 
(dextran， 商 品名 为 Sephadex), 是 由 多 聚 葡萄 糖 与 环 氧化 氯 丙烷 
通过 交 联 反应 制 成 的 有 和 孔 颗 粒状 凝 胶 。 交 联 程度 越 大 孔隙 越 小 , 它 
不 溶 于 有 机 溶剂 ， 能 在 水 和 电解 质 溶液 中 迅速 溶 胀 。 - 

不 同型 号 的 葡 聚 糖 凝 胶 用 英文 G 表示 ,如 G-25,G-50,G-75, 
G-100 等 ， 后 面 的 数字 为 凝 胶 吸 水 量 乘 以 10。 在 实际 工作 中 ， 超 
细 栖 粒 主要 用 于 分 辨 率 十 分 高 的 柱 层 析 中 ， 细 颗粒 用 于 制备 ， 中 
等 和 粗 颗粒 用 于 低 操作 压 下 高 流速 的 制备 柱 层 析 。 

根据 凝 胶 层 析 的 原理 ， 对 同一 类 型 化 合 物 的 洗 脱 特征 与 组 分 
的 分 子 量 有 关 ， 流 过 凝 胶 柱 时 ， 按 分 子 大 小 顺序 流出 ， 分 子 量 大 
者 走 在 前 面 . 通 常 以 K,, (BR Ka) 对 分 子 量 的 对 数 作 图 可 得 一 曲线 ， 
称 “ 选 择 曲线 ”， 曲 线 的 斜率 是 凝 胶 性 质 的 一 个 重要 特征 ,在 一 定 
范围 内 ， 曲 线 意 陡 分 级 愈 好 。 在 测定 未 知 物 的 分 子 量 时 ， 以 使 用 
曲线 的 直线 部 分 为 宜 。 


二 、 材 料 与 试剂 
1. Sephadex G-75: 用 0. 05mol/L Tris-HCl (pH7.5) 的 缓冲 
液 水 化 。 
2. 洗 脱 缓冲 液 :0.05mol/L Tris-HCl (pH7. 5), A& 0. lmol/ 
L NaCl, 
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3. 标准 分 离 混 合 物 : 3mg/ml 蓝 色 葡 聚 糖 8mg/ml MAE 
白 ，0. 3mg/ml DNP- 天 冬 氮 酸 。 溶 剂 为 含 15% (V/V) HUH 
脱 缓冲 液 。 

4. 色谱 柱 : 2.5% 30cm, 

5. 未 知 和 蛋白 质 溶液 。 


= BERE 3 

1. 缓 缓 搅拌 Sephadex BER, REKKBEHWSAMES 
的 层 析 柱 中 ,使 凝 胶 床 达到 2.5 20~25em, 上端 出 口 管 用 螺旋 来 
控制 。 千 万 不 能 产生 气泡 。 当 凝 胶 已 完全 沉降 后 ， 控 制 凝 胶 床 圭 
面 的 液 面 在 5cm 左右 。 

2. 接着 就 准备 将 待 分 离 物 质 加 到 层 析 柱 的 上 端 , 可 用 下 列 的 
方法 A 或 方法 B。 为 了 在 加 样 时 不 致 冲 动 柱 体 ,你 可 前 二 个 比 柱 
内 径 略 小 一 点 的 滤纸 片 〈 如 2.4cm)， 再 将 其 放 人 柱 床 上 端 。 

EA: 用 1 毫升 移 液 管 到 lml 混和 液 ， 将 移 液 管 尖 端 小 心地 
插入 柱 中 液体 面 下 方 lcm 处 ， 小 心 释 放样 品 使 其 在 凝 胶 床 证 端 形 
成 一 个 层 ， 这 个 过 程 大 约 需 2 分 钟 完成 。 

法 B: 将 凝 胶 床上 端的 缓冲 液 液 面 降低 至 使 凝 胶 刚 好 露出 为 
止 ， 用 移 液 管 吸取 待 分 离 的 样品 ， 并 使 移 液 管 尖端 的 位 置 大 约 在 
胶 床 上 方 的 lem 处 ， 持 好 移 液 管 ， 勿 使 位 置 变动 ， 然 后 缓慢 而 连 
续 地 将 样品 释放 到 凝 胶 床 上 成 层 。 

移 液 管 取出 ， 用 10ml 的 试管 放 在 部 分 收集 器 上 用 以 收集 在 
柱 下 端 流 出 的 溶液 ， 并 开始 收集 过 程 ， 此 时 需 小 心地 将 液体 的 流 
速 控制 在 每 4 秒 钟 1 滴 (相当 于 60ml/ 小 时 )。 

3. 看 到 样品 层 刚 好 完全 流入 凝 胶 床 时 , 向 柱 主 端 很 小 习 地 添 
加 缓冲 液 至 合适 高 度 ， 以 保证 流速 的 稳定 。 注 意 ， 切 纪 搅 动 柱 上 
端的 凝 胶 ， 也 不 能 使 胶 床 上 端 无 充裕 的 缓冲 液 以 至 干 泗 。 

4. 先 收集 28ml 流出 液 , 再 开始 按 每 管 4ml 收集 ,连续 收集 并 
对 每 管 编号 ， 当 所 有 的 有 色 物 质 均 从 层 析 柱 中 洗 脱 下 来 后 ， 关 闭 
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螺旋 夹 停止 洗 脱 。 然 后 在 对 应 的 波长 下 读 各 管 的 光 吸 收 值 。 

由 蓝 色 葡 聚 糖 GE): 650nm; 

@ 肌 红 和 蛋白 (AF): 500nm; 

@DNP-KR AR (RE): 440nm 。 

5. 洗 脱 完 最 后 一 个 谱 带 黄色) 后 ,将 1ml 未 知 溶液 加 到 层 
PHA, MH 28ml,， 然后 按 前 述 方法 开始 每 4ml 一 管 的 连续 收 
集 。 如 果 蛋 白质 无 色 就 在 280nm 波长 条 件 下 读 光 吸收 值 ， 或 由 教 
师 建 议 选 定 更 方便 的 波长 读 光 吸收 值 。 


四 、 结 果 与 计算 

1.K。s 值 的 计算 : 利用 每 管 的 光 吸 收 值 对 管 号 数 作 图 (注意 前 
7 管 里 以 28ml 一 次 收集 的 , 第 一 个 4ml 管 的 编号 应 为 8), 应 在 每 
个 峰 位 置 标 出 测量 波长 ， 画 一 个 坐标 图 ， 用 观察 法 或 算术 平均 法 
确定 每 个 峰 的 确切 位 置 。 


算术 平均 法 的 计算 式 : 
一 2niAi 
es A 


式 中 ， 
ni 一 峰 中 点 ; 
ni 一 峰 中 的 每 管 编号 ; 
Ai 一峰 中 连续 各 管 的 光 吸 收 值 。 
对 lml 的 未 知 样品 也 按 上 法 做 。 计 算出 肌 红 蛋白 的 Kes 和 未 
知 样品 的 Ka 值 。 
2. 肌 红 蛋白 和 未 知 样品 分 子 量 的 估算 : AAP RSE. Ae 
知 蛋白 质 的 Ks 值 ( 纵 坐 标 ) 对 lgMW 作 图 , 再 算出 肌 红 蛋白 和 未 
知 样品 的 分 子 量 。 
在 图 中 的 适当 位 置 上 标明 肌 红 蛋白 和 未 知 样品 的 Ke 和 
MW. 
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& A RK 分 子 量 ”“ Ka 


胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ( 胰 胜 ) 6500 om 
胰 蛋 白 酶 抑制 剂 9000 0. 60 
细胞 色素 C 12400 0.50 
o- 乳 清 蛋白 -15500 0.43 
a- ibe Be 7 A BS 225006 0. 32 
碳酸 栈 酶 30000 » ER Eig 
卵 清 蛋白 45000 — \ Soe 


YE: Ka 值 是 在 Sephadex G-75, 0. 05mol/L Tris-HCl SPE 5),Af 
0. lmol/L KC] 的 条 件 下 测定 的 。 
资料 来 自 :Andrews(1970) 。 
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Lith RRR AWA 


1. 脱盐 

凝 胶 过 滤 的 最 重要 应 用 之 一 就 是 脱盐 ,其 原理 是 建立 在 生物 
大 分 子 被 排 阻 在 网 状 凝 胶 之 外 (而 盐分 保留 在 内 水 体积 ,Ki 王 1) 
的 基础 上 。 这 类 实验 用 粗 凝 胶 介 质 ,高 速 洗 脱 即 可 实现 。 

〈1) 试 剂 

BSA 小 牛 企 清白 蛋白 入 磷酸 盐 缓冲 液 (pH7.0,0. 2mol/L)、 
NaCl,Sephadex G-25( 粗 级 )。 

层 析 用 品 

紫外 分 光 光 度 计 或 Lowry 法 测 和 蛋白 用 品 `、AgNO:。 

《2) 操 作 方 法 

先 将 Sephadex G-25 #7} MH, Rig ABRAM RMEBER 
# (1X 25cm). 

样品 的 处 理 : 取 10mg BSA, 用 2ml 磷酸 缓冲 液 ( 内 含 40mg 
NaCl) 溶 解 ,此 溶液 即 可 上 样 。 

洗 脱 用 0. 2mol/L 的 磷酸 缓冲 液 ,流速 为 lml/min,2ml/ 管 。 
-脱盐 的 检测 可 用 和 蛋白质 测 定 法 和 Cl 检测 法 进行 。 

蛋白 质 的 检测 可 用 紫外 光 吸 收 法 或 Lowry 法 进行 。 

Cl 的 检测 用 AgNO, 进行 。 

2. 浓缩 效应 

当 Sephadex G-25 这 样 的 网 状 凝 胶 在 蛋白 质 溶 液 中 进行 膨胀 
时 ,蛋白质 不 会 进入 胶 内 ,而 水 则 被 胶 吸 附 , 因 此 和 蛋白质 得 以 浓缩 。 

《1 ) 试 剂 
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Sephadex G-25 (#4#%).BSA.NaCl(1mmol/L). 

(2) 操 作 方 法 

将 10mg BSA 洲 于 100ml 的 1mmol/L NaCl 洲 液 中 , 取 1ml 
用 于 和 蛋白质 分 析 。 然 后 向 其 中 加 入 5g Sephadex G-25 (AR), 
其 膨胀 10 分 钟 以 上 ,小 心 倾 去 上 清 , 将 其 体积 量 出 并 留 取 lml 用 
于 蛋白 质 分 析 。 

同样 减少 Sephadex G-25 用 量 重复 进行 操作 ,分 析 最 后 结果 。 

5 A it ot tt FT AW Lowry 法 来 完成 。 : 

比较 加 Sephadex G-25 前 后 的 蛋白 质 浓 着 、 He HERI 
AREAS. 

3. 配 体 与 大 分 子 的 结合 

生物 大 分 子 常 与 各 种 各 样 的 配 体 结合 , 配 体 有 染料 : 离子 、 药 
物 、 底 物 或 效应 分 子 等 。 三 者 的 结合 可 用 M+L=M-L 表示 其 中 
M 代表 大 分 子 ,L 为 自由 配 体 ,M-L 则 代表 配 体 -大 分 子 复合 物 。 
凝 胶 过 滤 是 研究 结合 的 很 好 技术 ,因为 M 和 M-L 通常 被 排 阻 在 
胶 上 小 孔 之 外 ,而 自由 配 体 可 进 大 胶 士 小 也 内 。 

本 实验 用 两 种 方法 研究 这 类 问题 。 Co Beene! 和 
Dreyer 方法 。 

(1) 酚 红 与 小 牛 血清 白 蛋 白 的 结合 

试剂 0. 2mol/L 乙酸 缓冲 液 PH4..5、 酚 红 。 

包 操 作 方 法 

@@ 用 中 级 或 细 级 Sephadex G-25 3% AM 1X 12cm kn 
柱 备用 。 

10mg 酚 红 溶 于 lml 乙酸 缓冲 液 (6H4， 5) AR IMA 20mg 血 
清 日 蛋白 混和 。 

取 200 pl 该 混和 液 上 柱 ,用 水 进行 洗 脱 , 按 lmk 管 收集 。， 

向 各 收集 管 中 加 大 1 滴 lmol/L NaOH 和 3ml 的 双 蒸 水 ,再 
于 520nm 波长 下 测 光 吸收 值 。 

根据 测定 结果 , 绘 出 洗 脱 曲线 ,并 计算 出 结合 的 酚 红 与 总 酚 红 
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的 比例 。 

(pH 对 结合 程度 的 影响 

配制 一 系列 不 同 pH 值 的 乙酸 缓冲 体系 (pH3. 0 一 8. 5) ,然后 
取 5mg 酚 红 溶 于 该 乙酸 缓冲 液 (lIml) 中 ,其 它 操作 均 同 上 。 并 考查 
实验 结果 。 

GO 结合 位 点 数 的 考查 

上 样 溶液 中 除 酚 红 的 量 有 变化 外 ,其 它 维持 恒定 不 变 , 即 取 
1,2,3,4,5,6,7 和 8mg 酚 红 分 别 溶 于 乙酸 缓冲 液 中 (PH4. 5， 
0. 2mol/L,1ml) ,其 它 操作 均 同 @ 中 一 样 。 

DEBRA 

vASBARAA HAMAR (AA Beer C#iU#),.L 为 自由 
Bc th Ye BE 

VU v/L Xt u EA 

(2)2' (3) -FRSRRBRREB AWA. 

中 试剂 

0. lmmol/L 3’-CMP (aX 2’ ee reenney e- 

胰 核 糖 核 酸 酶 A。 

Qe ET 

Fi Sephadex G-25 (中 级 或 细 级 ) 按 规定 程序 装 一 个 0.5X 
80cm 的 长 柱 ? 用 配 体 溶液 (0. 1mmol/L 3'-CMP) # 7 MF & 

取 胰 核糖 核酸 酶 用 配 体 溶 液 ( 是 否 缓冲 体系 均 可 ) 配 成 mg/ 
ml 的 浓度 。 取 0. 5ml 该 混和 物 上 柱 , 用 配 体 溶 液 洗 脱 。 

洗 出 液 于 285nm 波长 下 检测 。 
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实验 二 十 六 ”血脂 蛋白 的 醋酸 


ot AER eR BX 
一 原理 
REE Se A TL HC EI 
型 电泳 装置 如 下 图 所 示 。 


与 纸 层 析 相 似 , 其 待 分 析 样 品 常 点 于 纸 带 或 薄膜 带 的 中 间 , 成 
斑 或 成 带 。 点 样 方法 有 干 点 法 和 湿 点 法 。 一 般 干 点 法 较 湿 点 法 的 斑 
点 小 ,分 辨 率 高 。 于 点 法 是 将 样品 点 于 于 滤纸 上 ,而 湿 点 法 是 将 样品 
点 于 用 缓冲 液 泡 过 的 滤纸 上 上 。 电 访 采 用 的 条 件 一 般 是 6 全 8 伏 /cm 
的 电压 ,时 间 约 为 45 一 60 分 钟 。 显 色 方 法 依 所 分 离 物质 的 化 学 特 
性 而 定 ,或 用 显 色 剂 喷雾 或 用 显 色 剂 浸 泡 。 
目前 滤纸 电泳 使 用 面 越 来 越 小 , 它 主 要 用 于 小 分 子 类 荷 电 物 
质 , 如 氨基酸 、 多 肽 、. 糖 类 和 核 苷 酸 类 的 分 析 。 这 些 物 质 荷 电 少 , 沪 
‘atts 般 用 200V/em 左右 的 高 压 。 
酷 酸 纤维 素 薄 膜 是 以 醋酸 纤维 素 薄 膜 为 支持 物 , 它 是 纤维 素 
A) AG PAB. BDA ERA HET MM, Cm TRAD SSA 
素 羟基 的 相互 作用 。 它 能 溶 于 丙酮 等 有 机 溶剂 中 ,所 成 的 微 孔 薄膜 
均一 细密 ,厚度 以 0.1~0.15mm 为 宜 , 过 厚 吸 水 性 差 , 分 离 效 果 
不 好 ;过 薄 则 机 械 性 能 差 。 醋 酸 纤维 素 薄 膜 与 滤纸 相 比 有 如 下 优 
点 : 
中 快速 省 时 ,分辨 率 高 。 由 于 其 亲 水 性 较 滤 纸 小 , 电 渗 作用 小 ， 
电泳 时 大 部 分 电流 由 样品 传导 ,分 离 速 度 快 。 对 样品 的 吸附 少 ,无 
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拖 尾 现象 。 背 景 脱色 完全 ,条 带 清 晰 。 灵 敏 度 高 ,样品 用 量 少 , 如 血 
清 蛋 白 电 泳 仅 需 2p) 血清 ,极度 可 至 0. 1wl。 


O 

eer 
待 分 析 的 样品 

O 

O 


(a) 


Tt 


(b) 
滤纸 或 酷 酸 纤维 素 薄 膜 凝 胶 电 泳 示意 图 
A: 点 有 待 分 析 样 品 的 支持 物 俯 视图 
B: 装 有 支持 物 的 电泳 槽 侧面 图 


包 应 用 面 广 , 易 于 定量 和 保存 。 
脂 和 蛋白 主要 在 组 织 间 通 过 血液 运送 非 水 溶性 物质 ,如 三 酰 甘 
油 、 胆固醇 .胆固醇 酯 .磷脂 等 。 脂 蛋白 分 子 量 从 250000 至 
40000000, 颗 粒 大 小 在 10 一 1000nm [a] ,可 分 为 乳 糜 微 粒 、 极 低 密 
度 脂 蛋白 、 低 密度 脂 蛋 白 和 高 密度 脂 蛋 白 ( 见 下 表 ).。 有 关 其 生理 功 
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-能 请 参阅 有 关 教 材 。 


血清 脂 蛋 和 白 的 特征 

FLBE 极 低 密度 脂 “，” 低 密度 脂 BEA 

微粒 蛋白 蛋白 蛋白 
电泳 分 类 | mw ae eee ry OS 
密度 <0.95 0.95~1.006 1.006~1. 063 1.063~1. 2 
组 成 (%% 干 重 计 ) 
蛋白 质 I~2 5~10 Samra 30~35 
三 酰 甘 油 85 ny So Gad 10 5~10 
和 5 20 ef 30 
胆固醇 脂 
Be Hs 8~9 18 20 30 


WA A A A 
SUEY i RO AI ORE. CATA me 
及 同 工 酶 的 分 离 测 定 。 


二 、 试 剂 

血浆 或 血清 或 全 血 ; 

0. lmol/L 草酸 钠 ; 

0. 058mol/L 巴 比 妥 缓冲 液 ,pPH8.6, 内 含 0.001mol/L EDTA 
和 1% 血 清白 蛋白 ; 

饱和 油 红 () 染料 :用 甲醇 作 溶 剂 ; 
1%(V/V) 苏 丹 黑 B:0. 5ml 染料 边 加 热 边 搅拌 AF 50ml 乙 
—#; 

Ba WR ZF HE EB 

电泳 装置 。 
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三 、 操 作 方 法 

1. 血样 的 准备 

血清 、 血 浆 或 全 丰 均 可 应 用 实验 。 

舱 清 的 制备 :让 刚 采 的 血液 在 室温 下 放置 15 一 20 分 钟 进行 凝 
结 , 然 后 将 其 中 的 液体 转移 至 一 试管 ,再 于 5000Xg 离心 15 一 20 
分 钟 , 上 清 即 为 血清 * 倒 出 后 0 一 4*C 可 放置 1 一 2 天 。 

血浆 的 制备 :新 采血 液 9ml 与 0.1mol/L MMB 1ml 立即 混 
匀 ,将 混合 物 于 5000Xg 离心 15 一 20 分 钟 后 ,将 血浆 (上 清 部 分 ) 
转移 到 新 容器 中 ,血浆 可 直接 用 于 电泳 ,或 O~4 CRA 1 一 2 天 。 
但 冰冻 后 的 样 癌 会 产生 不 正常 的 结果 。 

2. 样品 的 预 染 色 

取 血 浆 或 血清 样品 :0. 2ml 于 一 小 试管 中 ,加 0. lml 苏丹 黑 染 
色 液 混 匀 ,然后 置 于 黑暗 处 室温 放置 -1 小时。 此 预 染 过 的 样品 在 
4"C 条 件 下 最 多 放置 16 小 时 , 故 最 好 即 用 即 染 。 

3. 酷 酸 纤 维 素 薄 膜 的 处 理 

取 培 养 焉 装 大 100ml 巴 比 妥 缓 冲 液 ,然后 将 薄膜 小 心地 放 人 
其 内 (用 镖 子 取 放 ) ,使 其 漂浮 在 液 面 上 。 若 迅速 润 湿 , 整 条 薄膜 色 
泽 座 浅 一 致 , 则 表明 薄膜 质地 均匀 ; 若 润 湿 时 ,薄膜 上 出 现 深 浅 不 
一 的 条 纹 或 斑点 等 , 则 表明 为 厚薄 不 勺 。 实 验 中 应 选择 前 者 。 将 选 
用 的 薄膜 用 杀 子 轻 压 ,使 其 全 部 浸 人 缓冲 液 内 , 待 膜 完 全 浸透 ( 约 
半 小 时 ) 后 取出 , 夹 在 洁净 的 滤纸 中 间 吸 去 多 余 的 缓冲 液 , 同 时 分 
辨 出 光泽 面 和 非 光 泽 面 。 

在 膜 的 非 光 泽 面 点 样 ,点 样 位 置 距 一 端 .1. 5cm, 位 置 用 铅笔 轻 
轻 标 出 ,用 微量 取样 器 取 10ul 血清 /血浆 ( 预 染 色 和 未 染色 的 ) 均 
匀 地 点 在 点 样 区 内 ,形成 具有 一 定 宽度 .粗细 均匀 的 直线 。 一 个 点 
样 区 点 一 种 样品 。 

4. 电泳 

在 点 样 前 ,应 先 准备 电泳 装置 。 在 电泳 槽 的 两 个 池内 加 入 等 高 
的 缓冲 液 。 剪 尺寸 合 适 的 滤纸 条 ,将 双 层 滤纸 条 附着 在 电泳 槽 的 支 
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架 上 与 支架 的 前 沿 对 齐 , 另 一 端 涟 人 电极 槽 的 缓冲 液 内 ,然后 滤纸 
用 缓冲 液 全 部 润 湿 并 驱除 气泡 ,使 滤纸 紧 贴 于 支架 灿 ; 即 为 “滤纸 
桥 ?。 同 样 在 另 一 侧 制作 “滤纸 桥 ”。 

将 点 好 样 的 薄膜 按 非 光 泽 面 向 下 贴 在 电泳 槽 支架 的 滤纸 桥 
上 , 盖 上 盖子 ,平衡 10 分 钟 , 同 时 将 负极 接 于 靠近 点 样 端的 电极 覃 
内 ,然后 打开 电源 通电 ,调节 电压 和 电流 ,使 电流 保持 在 2mA/ 条 
薄膜 ,通电 30~45 分 钟 , 关 掉 电源 ,取出 薄膜 迅速 于 il0"C 的 烘箱 
中 烘 干 。 

5. 用 油 红 染色 

将 未 预 染 的 样品 薄膜 浸泡 于 油 红 洲 液 中 2-4 天: 在 此 期 间 ; 
要 用 杀 子 将 薄膜 上 下 摇动 几 次 ,再 将 此 薄膜 用 燕 饮 水 或 7.5% 乙 
酸 浸泡 30 一 60 分 钟 , 以 去 除 过 重 的 染色 .然后 将 其 防 于 (如 需要 可 
再 用 已 烷 浸 泡 30 分 钟 去 除 多 余 的 染料 ) 。 


四 、 结 果 分 析 
将 电泳 结果 记录 在 实验 报告 本 上 。 可 利用 文献 与 标准 的 电泳 
结果 比较 ,有 和 否 异 常 带 ? 


五 .思考 题 
1. 电极 缓冲 液 可 重复 用 几 次 ,但 重要 的 是 每 次 用 过 之 后 要 互 
换 电 极 方 向 ,为 什么 ? 
2. FA PAGE 法 来 完成 此 实验 ,有 何 优 缺 点 ? 
3. 设计 一 个 测定 脂 蛋 白 中 和 蛋白 亚 基 分 子 量 的 方法 。 
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实验 二 十 七 BARRA MAR RER 
Axo ellis SHR 


一 .原理 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 是 由 单 体 丙 烯 酰胺 (acrylamide, 简 称 Acr) 和 
双 体 (或 交 联 剂 )N,N'- 甲 又 双 两 烦 酰 胺 (methylene-bisacry- 
lamide, 简称 Bis) 在 催化 剂 和 加 速 剂 的 作用 下 聚合 交 联 成 的 三 维 
网 状 结构 凝 胶 。 凡 以 此 凝 胶 为 支持 物 的 电泳 均 称 为 聚 丙 煤 酰 胺 凝 
Be Ha HK (PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis) 。 


聚 丙烯 酰胺 是 由 丙烯 酰胺 和 甲 又 双 丙烯 酰胺 在 催化 剂 过 硫酸 


铵 或 核 黄 素 和 加 速 剂 N,N,N',N'- 四 甲 基 乙 二 胺 CN,N,N',N'- 
tetramethyl ethylene diamine, 简称 TEMED) 的 作用 下 ,聚合 而 成 
的 。 按 其 催化 体系 可 将 此 聚合 反应 分 为 两 类 : 

第 一 类 ,过 硫酸 胺 -TEMED 体系 ,又 称 为 化 学 聚合 ,TEMED 
催化 过 硫酸 胺 水 洲 液 产生 出 游离 氧 原 子 , 然 后 激活 单 体 ,形成 单 体 
长 链 , 在 交 联 剂 的 作用 下 聚合 成 凝 胶 , 在 碱 性 条 件 下 凝 胶 易 聚合 ， 
其 聚合 速度 与 过 硫酸 胺 浓度 的 平方 根 成 正比 。 此 法 制 得 的 凝 胶 孔 
径 较 小 ,常用 于 制备 分 离 胶 。 


SO 
CONH， CONH, 


SO; + nCH, = CH——+n_— CH:—C H Se aad 
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CONH; CONH,  CONH, 
n— CH.—CH—CH,—CH-CH,—C H 
CONH, CONH,  CONH, 
n— (rt, —CH CH, —-CH-CH,—€ H+ CH, = 
0 
Na SCH, 


| 
CONH, re 
Ch aaa 


aay ,  CONH | 
Hi CH; 
CONH  CONH; © CONH — CONH; 


| 
—CH—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH—-CH,—CH— 


| 
CONH 


CH, 
CONH  CONH CONH, “ 


bee] 
一 CH 一 CH: 一 CH-CH 一 CH 一 CH 一 CH CH CH= 


| 
ow CONH 


| 

第 二 类 , 核 黄 素 -TEMED KhA KW HKRA A. HRA 
通常 需 痕 量 氧 原子 存在 才能 发 生 , 核 黄 素 在 TEMED 及 光照 条 件 
下 还 原 成 无 色 核 黄 素 ,后 者 被 氧 再 氧化 形成 自由 基 , 从 而 引发 聚合 
作用 。 过量 氧 会 阻止 链 的 增长 。 该 法 主要 用 于 制备 孔径 大 的 族 胶 。 
核 黄 素 对 活性 物质 的 影响 较 小 。 

控制 凝 胶 总 浓度 及 交 联 度 可 以 得 到 合适 性 能 及 孔径 的 凝 胶 。 
在 操作 时 可 根据 被 分 离 物 的 分 子 量 大 小 选择 所 需 凝 胶 的 浓度 范 
围 。 通 常 以 7.5%% 凝 胶 作 标准 胶 , 一 般 可 获得 较 满 意 的 效果 。 
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聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 按 其 有 无 浓缩 效应 可 分 为 连续 及 不 连续 
系统 。 在 连续 系统 中 缓冲 液 pH 值 及 凝 胶 浓 度 相 同 , 带 电 颗 粒 在 电 
场 作 用 下 主要 靠 电 荷 及 分 子 筛 效应 得 以 分 离 ; 在 不 连续 系统 中 缓冲 
液 离子 成 分 :pH 、 凝 胶 浓度 及 电位 梯度 均 不 连续 ,带电 颗粒 在 电场 
中 泳 动 不 仅 有 电荷 效应 和 分 子 得 效应 ,还 具 浓缩 效应 ,具有 良好 的 
清晰 度 及 分 辩 率 。 按 器 材 来 分 主要 有 垂直 的 圆 盘 电 泳 和 板 状 电泳 。 

1. 样品 浓缩 效应 

(1) 凝 胶 孔 径 不 连续 性 :在 不 连续 圆 盘 PAGE 中 , 凝 胶 由 浓缩 
胶 和 分 离 胶 两 部 分 组 成 ,前 者 孔径 大 ,后 者 孔径 小 ,在 电场 作用 下 ， 
蛋白 质 颗 粒 在 大 孔 胶 中 泳 动 时 遇 到 的 阻力 小 ,移动 速度 快 , 当 进入 
小 孔 胶 时 ,蛋白质 颗粒 泳 动 受 到 的 阻力 大 ,移动 速度 减 慢 。 因 而 在 
二 层 凝 胶 交 界 处 ,由 于 凝 胶 孔 径 的 不 连续 性 使 样品 迁移 受阻 而 压 
缩 成 很 窄 的 区 带 。 

(2) 缓 冲 体系 离子 成 分 及 pH 值 的 不 连续 性 :在 二 层 凝 胶 中 均 
有 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 ( 简 称 Tris) 及 HCl. Tris 的 作用 是 维持 浴 滚 
的 电 中 性 及 pH 值 , 是 缓冲 配对 离子 。HC1 在 任何 pH 值 洲 液 中 均 
易 解 离 出 氯 离子 (Cl ), 它 在 电场 中 迁移 率 快 , 走 在 最 前 面 故 称 为 
快 离子 或 前 导 离 子 。 在 电极 缓冲 液 中 的 甘氨酸 (Gly) 在 pHs. 3 的 
环境 中 易 解 离 出 甘氨酸 根 (NHCHCOO- ) ,而 在 pH6.7 WY ERR 
缓冲 体系 中 其 解 离 度 很 小 , 仅 有 :0. 1 名 一 1% ,因而 在 电场 中 迁移 
很 慢 , 称 为 慢 离 子 或 尾随 离子 。 血清 中 ,大 多 数 蛋 白质 pI 在 .5.0 左 
A pH. 3 或 6.7 时 均 带 负 电荷 ,在 电场 中 均 移 向 正极 ,其 有 效 
迁移 率 介 于 快 、 慢 离子 之 间 , 于 是 蛋白 质 就 在 快慢 离子 形成 的 界 
面 处 ,被 浓缩 成 为 极 守 的 区 带 。 三 者 的 有 效 迁 移 率 顺序 为 :m 和 aog 
> Me 4K 4 >My at Om 为 迁移 率 ,a 为 解 离 度 ), 当 进入 PH8.9 的 
分 离 胶 时 ,甘氨酸 解 离 度 增加 ,其 有 效 迁 移 率 超过 蛋白 质 ,因此 
Cl” 及 NH2CH2CGOGO 沿 着 离子 界面 继续 前 进 。 蛋 白质 分 子 由 于 分 
子 量 大 ,被 留 在 后 面 , 然 后 再 分 成 多 个 区 带 , 因 此 浓缩 胶 与 分 离 胶 
之 间 PH 的 不 连续 性 是 为 了 控制 其 有 效 迁 移 率 。 在 浓缩 胶 中 要 求 
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: 


慢 离子 较 所 有 被 分 离 样品 的 有 效 迁 移 率 低 , 以 使 样品 在 快慢 离子 
界面 之 间 被 浓缩 .进入 分 离 胶 后 , 慢 离子 的 有 效 迁 移 率 比 所 有 样品 
的 有 效 迁 移 率 高 ,使 样品 不 再 受 离子 界面 的 影响 ， 

(3) 电 位 梯度 的 不 连续 性 :电位 梯度 的 高 低 与 电泳 速度 的 快慢 
有 关 (v 一 mE)。 迁 移 率 低 的 离子 在 高 电位 梯度 中 可 以 与 迁移 率 高 
而 处 于 低 电 位 梯度 的 离子 具有 相似 的 速度 ,在 不 连续 系统 中 ,电位 
梯度 的 差异 是 自动 形成 的 ,电泳 开始 后 由 于 快 离子 迁移 率 最 大 ,就 
会 很 快 超过 蛋白 质 , 在 快 离子 后 面 形成 一 个 离子 浓度 低 的 区 域 即 
低 电 导 区 。 低 电导 区 就 具 较 高 的 电位 梯度 ,而 高 的 电位 梯度 又 使 看 
白质 和 慢 离子 在 快 离子 后 面 加 速 泳 动 。 当 快 离子 ` 慢 离子 和 和 蛋白质 
的 迁移 率 与 电位 梯度 的 乘积 彼此 相等 时 ,三 者 的 泳 动 速 度 就 相等 。 
在 快 离子 和 慢 离子 的 移动 速度 相等 的 稳 态 建立 后 ,二 者 之 间 形 成 


一 个 稳定 而 又 不 断 向 阳极 移动 的 界面 , 即 在 高 、 低 电位 梯度 之 间 形 


成 一 个 迅速 移动 的 界面 .由 于 蛋白 质 的 有 效 迁 移 率 恰好 位 于 快慢 
离子 之 间 , 因 此 也 就 聚集 在 这 个 移动 界面 附近 ,被 压缩 成 一 个 狭小 
的 中 间 层 。 

2. 分 子 筛 效 应 

分 子 大 小 和 形状 不 同 的 蛋白 质 通过 一 定 孔 径 分 离 胶 时 ,受阻 
滞 的 程度 不 同 而 表现 出 不 同 的 迁移 率 , 此 即 分 子 得 效应。 经 过 浓缩 
胶 的 浓缩 效应 后 , 快 . 慢 离子 及 蛋白 质 均 进入 pH8.9 的 同一 孔径 
的 分 离 胶 中 ,此 时 高 电压 消失 ,在 均一 的 电位 梯度 下 ,由 于 ;Gly 解 
离 度 增加 ,加 之 分 子 量 较 小 ,其 有 效 迁 移 率 增加 * 赶 上 并 超过 各 种 
血清 蛋白 质 。 在 同一 孔径 的 凝 胶 中 各 种 血清 蛋白 分 子 迁 移 速度 与 
分 子 量 大 小 和 形状 密切 相关 ,分 子 量 小 且 为 球形 的 蛋白 所 受阻 为 
小 ,移动 快 , 走 在 前 面 , 反 之 阻力 大 ,移动 慢 , 走 在 后 面 。 从 而 通过 凝 
胶 的 分 子 得 作用 将 各 种 蛋白 质 分 成 各 自 区 带 。 

3. 电荷 效应 

进入 pH8.9 的 分 离 胶 后 ,各 种 血清 蛋白 所 带 净 电 荷 不 同 , 而 
有 不 同 的 迁移 率 。 表 面 电 荷 多 ; 则 迁移 快 ; 反 之 则 慢 。 
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因此 各 种 蛋白 质 按 电荷 多 少 ,分 子 量 大 小 及 分 子 形状 以 一 定 
顺序 排列 成 一 个 个 圆 盘 状 的 区 带 。 此 称 为 圆 盘 电泳 。 

PAGE 的 连续 电泳 也 有 很 广 的 应 用 范围 ,但 无 浓缩 效应 ,主要 
利用 分 子 筛 效应 和 电荷 效应 进行 分 离 ,其 条 件 温 和 ,对 生物 活性 的 
保持 有 益 。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 作 为 支持 介质 有 一 系列 优点 :在 合适 的 浓度 
范围 内 , 凝 胶 透 明 , 有 弹性 ,机 械 性 能 好 ,化 学 性 能 稳定 "与 被 分 离 
物质 不 起 反应 ,几乎 无 电 渗 作用 ; 凝 胶 孔 径 可 调节 ;分 辩 率 高 。 目 前 
在 蛋白 质 、 酶 、 核 酸 等 生物 大 分 子 的 分 离 \ 定 性 、 定 量 及 小 量 制备 、 
分 子 量 测定 .等 电 点 测定 等 诸多 领域 广泛 采用 PAGE。 


二 、 试 剂 

新 鲜 不 溶血 的 动物 血清 

凝 胶 缓冲 液 (pH8:9): 取 Tris 36.6g,TEMED 0. 23ml, 加 
Imol/L HCl148ml, 再 加 重 蒸 水 至 80ml ,溶解 , 调 pH8.9, 然 后 加 重 
蒸 水 至 100ml1。 棕 色 瓶 4"C 保 存 。 

分 离 胶 贮 液 (28%Acr-0.735%Bis): 取 28.0g 丙烯 酰胺 和 
0.735g 甲 又 双 丙 烯 酰胺 ,加 重 蒸 水 使 其 溶解 后 定 容 至 100ml, 过 
滤 后 置 棕色 瓶 4 "C 保 存 。 

Ye 4g Be Eth WR (pH6. 7): HL 5. 98g Tris,0.46ml TEMED 和 
48ml Imol/L HCl, ,加 重 蒸 水 至 80ml, 调 pH (A 6.7 后 定 容 到 
100ml] , tr HR 4 CHR FF 

浓缩 胶 贮 液 : 取 10.0g Acr Ail 2. 5g Bis, MBAKAMAEA 
到 100ml , 滤 后 置 棕 色 瓶 4 CRF. 

过 硫酸 贸 溶 液 : 取 分 析 纯 过 硫酸 铵 (AP)0. 14g BARKER 
到 100ml ,棕色 瓶 4"C 保 存 , 当 天 用 当天 配制 。 

BRAM: RM 4. 0mg 核 黄 素 用 重 蒸 水 定 容 到 100ml ,棕色 
瓶 4"C 保 存 。 

10% FEAR CW/V). 
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Tris-H AR HR R HM (pH8. 3): M 6.0g Tris, HAR 
28. 8g, i & 7K Z 900ml, HW pHs. 3 SHAE 100ml, 4 CHF. 
用 前 稀释 10 倍 。 

0.1%% 省 酚 蓝 指示 剂 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 安装 圆 形 玻 管 

取 玻 璃 管 洗 净 烘 干 后 将 其 下 端口 用 parafilrma 三 层 或 橡胶 玻璃 
头 封 严 , 然 后 垂直 安放 在 试管 架 上 备用 ,或 直接 插 于 电泳 槽 内 。 

2. 配 胶 

分 离 胶 的 配制 比例 为 pH8.9 89 4} BS BEE wh MR 2. 50ml, 28% 
凝 胶 贮 液 5. OOml , HE 7K 2.50ml,0.14%AP 10ml。 tN AP A 3% 
分 混 匀 , 置 真空 干燥 器 中 抽 气 10 分 钟 。 分 离 胶 的 终 浓度 为 7% 
体积 为 20ml。 

浓缩 胶 的 配 法 : 取 浓 缩 胶 缓冲 液 CpH6.7)1lml, 浓 缩 胶 贮 液 
2ml,40%% 芒 糖 4ml,0. 0.4% KRRRBM Iml 加 核 黄 素 液 之 前 需 
KORA, AAS PRR PHA 10 分 钟 ;, 所 配 少 缩 胶 浓度 为 
2.5%, 终 体积 为 8ml。 

3. HEB 

不 连续 体系 凝 胶 的 灌注 分 两 步 。 分 离 胶 的 制备 : 混合 好 的 北 腕 
溶液 用 细 长 头 滴 管 加 至 准备 好 的 玻 管内 ,加 胶 高 度 距 上 端口 -2cm 
左右 ,用 lml 注射 器 在 凝 胶 表 面 轻 轻 加 一 层 重 蒸 水 人 沿 管 壁 六 约 13 
一 5mm, 用 于 隔绝 空气 ,使 胶 面 平整 。30 一 60 分 钟 后 凝 胶 完 全 到 
合 , 此 时 可 见 水 与 凝 胶 面 有 折射 率 不 同 的 界线 出 现 5 用 滤纸 条 吸 去 ， 
Be AIK AY 5 Fy ilk BE A 

浓缩 胶 的 制备 :混合 好 的 浓缩 胶 溶 液 用 细 长 头 滴 管 加 到 分 离 
胶 的 上 面 , 使 其 液 面 距 上 端口 约 0.5cmy 然 后 置 于 目光 灯 K10cm 
远 ) 或 阳光 下 照射 进行 光 聚 合 。 注 意 温度 不 能 太 高 , 凝 胶 由 淡 黄色 
变 成 乳白 色 表明 聚合 作用 开始 ,继续 光照 半 小 时 ,聚合 即 可 完成 。 
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而 后 继续 放置 30~ 60 分 钟 , 用 滤纸 条 吸 去 多 余 水 分 。 

4. 加 样 \. 电 泳 

将 制备 好 的 凝 胶 玻 管 插 和 人 圆 盘 电 泳 槽 上 ,加 少许 电极 缓冲 液 检 
查 一 下 是 否 有 渗 漏 现象 , 若 有 解决 之 。 然 后 在 上 下 极 槽 内 加 入 适量 
的 电极 缓冲 液 ,使 上 下 极 电路 畅通 。 然 后 加 血清 蛋白 样品 (血清 : 
40% 蔗糖 按 1: 工 混 匀 ,再 加 少许 溴 酚 蓝 )5 一 100l, 加 样 时 用 微量 注 
射 器 将 样 液 通过 缓冲 液 小 心地 加 在 凝 胶 表 面 , 将 所 有 玻 管 内 均 加 完 
样品 后 即 可 开始 电泳 。 按 上 覃 接 负极 、 下 覃 接 正 极 的 方式 接 到 直流 
稳 压 电泳 仪 上 ,开始 电泳 ,电流 按 lmA/ 管 , 当 样 品 进 入 分 离 胶 时 ， 
将 电流 调 至 3mA/ 管 。 当 染料 移 至 距 下 端 lcm 时 ,将 电流 调 回 至 零 ， 
关 电 源 。 分 别 收集 土 下 极 槽 电泳 缓冲 液 ,4"C 保 存 , 还 可 再 用 。 


5. 固定 染色 

取出 玻 管 ,用 注射 器 吸 满 自 来 水 后 将 长 针头 插 到 凝 胶 与 管 辟 
之 间 ,推动 注射 器 ,同时 转动 玻 管 , 使 针头 在 管 壁 与 胶 之 间 前 进 , 胶 
条 在 水 的 压力 及 滑润 作用 下 自 玻 管 中 脱出 。 然 后 将 干净 的 胶 条 浸 
泡 在 氨基 黑 ,10B 染 液 中 ,染色 10 分 钟 , 同 时 也 进行 了 固定 。 

6. 脱色 

用 水 冲 去 胶 条 表面 染料 , 置 于 7% 乙 酸 中 浸泡 漂洗 ,更 换 醋 酸 
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液 数 次 ,直到 背景 色 脱 去 。 脱 色 液 经 活性 火 脱 色 可 再 利用 。 也 可 在 
50 "C 水 浴 中 或 脱色 播 床 上 进行 脱色 。 
7. 将 结果 绘 出 或 保存 实物 ,注意 电泳 方向 。 


q . it BA 

1. 本 电泳 也 可 采用 连续 凝 胶 系统 。 :其 7 狼 凝 胶 溶 液 的 配 比 为 
分 离 胶 缓冲 液 (pH8. 9) : 凝 胶 迪 液 : 7K: 0. 14%HAP=12 2:1: 
4, 前 三 者 混合 后 抽 气 ,再 与 抽 过 气 的 AP 液 混 匀 ，, 然 后 灌 胶 5 

2. 本 实验 的 方法 同样 可 用 于 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 垂直 板 电 泳 ,, 该 
法 具有 板 型 薄 、 易 冷却 .分辩 率 高 `、 便 于 比较 和 扫描 等 优点 .关于 垂 
直板 型 电泳 的 操作 可 参阅 乳酸 脱 氢 酶 的 PAGE 操作 方法 。 

3. 电泳 中 在 样品 中 的 盐 浓度 应 尽量 低 , 否则 有 拖 尾 现象 ,可 用 透 
析 法 或 凝 胶 过 滤 法 脱盐 。 最 大 加 样 量 不 超过 100wg 蛋白 /100mwl。 3 

4. 在 不 连续 电泳 中 ,在 分 离 胶 聚 合 后 可 进行 预 电 泳 C(lImA/ © 
管 ,1 小 时 ) , 洗 净 胶 面 后 才能 灌 制 浓缩 胶 。 

5 5 在 电泳 时 所 有 凝 胶 试剂 应 选用 高 纯度 试剂 * 否则 会 影响 胶 
的 聚合 和 电 沪 效果。 

丙烯 酰胺 的 纯化 取 70gAcr 溶 于 1000ml.50 CHA HY Mi 
中 ,溶解 后 趁 热 过 滤 ,冷却 后 至 一 20 "C 低 温 冰 箱 中 , 则 有 白色 结晶 
析出 ,用 预 冷 的 布 氏 漏斗 抽 滤 ,收集 白色 结晶 ,再 用 预 冷 的 氯仿 淋 
洗 几 次 ,真空 于 燥 后 置 棕色 瓶 中 密封 保存 。 

甲 叉 双 丙烯 酰胺 的 纯化 : 取 12gBis, 溶 于 1000ml 预 热 40 一 
50 "C 的 丙酮 中 , 趁 热 过 滤 ,冷却 后 于 一 20 "C 低 温 冰 箱 中 , 待 结晶 析 
出 后 ,用 预 冷 的 布 氏 漏 斗 抽 滤 ， DR dh FS a 真 
空 干燥 后 置 棕色 瓶 中 密封 保存 。 

Acr Bis 的 贮 液 会 发 生 分 解 ; 一 般 仅 能 保存 1 一 2 个 月 ; 纯 Acr 
水 溶液 pH W 4.9~5. 2,pH 值 变化 不 大 于 0. 4pH 单位 时 能 使 用 。 

Acr 和 Bis 均 为 神经 毒剂 ,对 皮肤 有 刺激 作用 ,操作 时 宜 戴 手 
套 和 口罩 ,纯化 应 在 通风 柜 内 进行 。 
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实验 二 十 八 _SDS- 聚 丙烯 酰胺 竖 胶 
电泳 法 (SDS-PACE) 


测定 蛋白 质 的 分 子 量 


一 、 原 理 

一 个 蛋白 质 混合 样品 经 过 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 以 后 能 按 其 电 
泳 迁移 率 不 同 而 彼此 分 开 , 这 是 由 于 各 组 分 所 带电 荷 的 差异 (电荷 
效应 ) 和 分 子 大 小 不 同 之 故 。 要 利用 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电泳 测定 蛋 电 
质 分 子 量 , 必 须 将 电荷 效应 所 引起 的 差异 消除 或 减 小 到 可 以 忽略 
不 计 的 程度 ,那么 蛋白 质 在 凝 胶 上 的 泳 动 率 则 完全 取决 于 分 子 量 。 
而 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 体系 中 所 含 的 一 定 浓度 之 SDS 就 能 
够 消除 蛋白 质 分 子 之 间 的 电荷 差异 。 

SDS(sodium dodecyl sujlfate) 即 十 三 烷 基 磺 酸 钠 是 一 种 阴 离 
子 表面 激活 剂 , 能 破坏 蛋白 质 分 子 间 以 及 与 其 它 物 质 分 子 之 间 的 
非 共 价 键 ,使 蛋白 质变 性 而 改变 原 有 的 空间 构象 。SDS 能 按 一 定 
的 比例 与 蛋白 质 分 子 结合 成 带 负 电荷 的 复合 物 , 其 负电 荷 远 远 超 
过 了 和 蛋白 质 原 有 的 负电 荷 , 因 而 消除 或 掩盖 了 不 同 种 类 和 蛋白质 间 
原 有 的 电荷 差异 ,不 同 的 蛋白 质 -SDS 复合 物 都 带 有 相同 密度 的 负 
电荷 , 且 具 有 相同 的 构象 。 不 同 大 小 的 蛋白 质 几 乎 具有 相同 的 Q/ 
rr 比值 。 蛋 白质 -SDS 复合 物 在 电场 中 的 泳 动 不 再 受 原 有 电荷 和 形 
状 的 影响 ,而 只 与 分 子 量 的 大 小 有 关 。 当 蛋白 质 分 子 量 在 11700 一 
165000 之 间 时 ,电泳 迁移 率 与 分 子 量 的 对 数 呈 直线 关系 ， 

lgMW=K—bm ( 式 中 MW 为 蛋白 质 分 子 量 ;K 为 常数 ,b 
101 


为 斜率 ,m 为 迁移 率 ) 
SDS-PAGE 有 连续 和 不 连续 两 种 方法 。 不 连续 系统 的 原理 与 
不 连续 PAGE 相同 ,但 操作 上 有 别 :dDSDS-PAGE 在 电极 缓冲 液 、， 
凝 胶 缓 冲 液 中 均 加 进 了 SDS ,蛋白 质 样品 溶解 液 含有 1%%SDS 和 
1% 琉 基 乙 醇 ,样品 液 加 样 前 经 过 37“C 保 温 3 小 时 或 沸水 浴 加 热 
3 分 钟 ; 凶 不 连续 SDS-PAGE 分 离 胶 浓 度 为 13% ,和 否则 小 分 子 量 
AJR (< 25000 者 ) 泳 动 太 快 。 两 种 体系 有 各 自 的 样品 洲 解 液 及 
缓冲 液 ,但 加 样 方式 .电泳 过 程 及 固定 .染色 和 脱色 方式 完全 相同 。 


二 、 试 剂 

磷酸 缓冲 液 (0. 2mol/L 磷酸 -SDS 缓冲 液 ,pH7.0 和 5 称 取 磷酸 
二 氢 钠 (NaH:PO:,。2H:O)8. 7g ,磷酸 氢 二 钠 (NazHPO。12H2O) 
51. 6g, SDS (+ = a ee St 到 
1000m] 。 

凝 胶 贮 备 液 :丙烯 酰胺 22. 2g, 双 又 丙烯 酰胺 0.6g ,用 水 洲 解 
并 定 容 到 100ml , 贮 于 棕色 瓶 : 

it it Re EEA MK .10%TEMED, 

透析 缓冲 液 (0.01mol/L BEM RMR .pH7. 0) - MBROIAN 
0. 44g, BER A — HH 2.58g，* 以 水 定 容 到 100ml (te BP 0. lmol/L 磷 
酸 绥 冲 液 ,pH7. 0)。 再 取 此 缓冲 液 加 lgSDS 和 lml 下 
释 到 1000ml- 即 可 。 | 

样品 溶解 液 : 取 0. Olmol/L 9 IB Oh We CHIT. 0)50ml, 加 
SDS 0. 5g 及 及 琉 基 乙醇 0. 5ml 即 可 。 用 这 种 溶液 溶解 固体 正好 。 
大 样 品 为 水 溶液 , 则 需 将 样品 溶解 液 的 浓度 提高 二 倍 ,再 与 等 体积 
的 样品 混合 。 

加 样 液 :10ml 透析 缓冲 液 加 lml BH EZ BR Sm! 甘油 ， 
1. 5ml 0.05% 澳 酚 蓝 溶液 。 

0. 05%% 省 酚 蓝 溶液 :2.5mg WRB HK MM 0. Olmol/L PH7:0 磷酸 
缓冲 液 到 5ml。 
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S 染色 液 :0. 25g 考 马 斯 亮 蓝 Rzs 深 于 45. 5ml 甲醇 及 9. 2ml 冰 
醋酸 中 ,以 水 补足 到 100ml, 
</ 脱色 液 :50mi 甲醇 加 75ml 冰 醋 酸 中 ,加 水 到 1 工 升 。 
电极 缓冲 液 (0.1% SDS,0.1 mol/L pH7. 2 磷酸 盐 缓冲 液 ) : 
称 取 SDS lg, 加 500ml 0. 2 mol/L pH 7. 2 磷酸 盐 缓冲 液 , 再 用 蒸 
饮水 定 容 至 1000ml 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 凝 胶 柱 的 制备 

先 将 于 净 的 玻璃 管 准备 好 ,垂直 放置 。 再 将 凝 胶 缓 冲 液 15ml， 
凝 胶 贮备 液 13. 5ml, 水 1. OSml,10%TEMED 0. 45ml Rit MRK 
22. 5mg 混合 溶解 , 倒 人 玻 管 中 。 各 管 凝 胶 长 度 应 相等 ,并 避免 有 
TH et : | 

2. 样品 的 处 理 

各 标准 蛋白 及 被 测 样品 均 用 溶解 样品 液 溶 解 , 并 使 其 蛋白 浓 
BEA 2mg/ml,37 "CC 水浴 保温 2 小 时 ,对 透析 缓冲 液 透 析 15 一 16 
小 时 。 然 后 每 种 蛋白 及 样品 液 均 加 入 等 体积 的 加 样 液 。 

3. 电泳 

各 种 蛋白 及 样品 取 50 一 100ml, 分 别 加 于 凝 胶 顶 端 。 上 槽 接 负 
极 , 下 槽 接 正极 ,电泳 8mA/ 管 ,电压 40 一 50 伏 / 管 ,电泳 4 一 5 小 
时 ,省 酚 蓝 到 达 凝 胶 的 374 处 。 然 后 将 凝 胶 从 玻 管 中 取出 ,将 溴 酚 
蓝 处 作 一 标志 ( 穿 一 细 金 属 丝 ) ,并 量 出 凝 胶 的 长 度 。 

4. 染色 及 脱色 

将 凝 胶 浸 于 染色 液 考 马 斯 亮 蓝 RP 2 小 时 ,再 浸 于 脱色 液 
中 ,并 经 常 更 换 脱 色 液 至 背景 颜色 脱 尽 , 量 出 胶 长 及 各 和 蛋白 区 带 移 
动 的 距离 。 

5. 绘制 标准 曲线 

将 大 平 亚 放 在 一 张 坐 标 纸 上 , 量 出 加 样 端 距 金属 丝 间 的 距离 
以 及 各 蛋白 样品 区 带 中 心 与 加 样 端的 距离 , 按 下 式 计算 相对 迁移 
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¥6(m); 


./ 、_ AF an BE On FE i EB FB (cm) 
FLY HE 9 (m) = Se ox A ois > 5 PERE By (cm) 


以 标准 蛋白 的 相对 迁移 率 为 横 坐 标 ,标准 蛋白 质 分 子 量 为 纵 坐标 
在 半 对 数 坐标 纸 上 作 图 ,可 得 一 条 标准 曲线 。 根 据 未 知 蛋白 质 的 相 
对 迁移 率 可 直接 在 标准 曲线 上 查 出 其 分 子 量 。 


Ee 


PO. AA 


1. 本 操作 同样 适用 于 垂直 板 状 SDS-PAGE，, 只 是 灌 胶 操作 上 
有 别 。 在 垂直 板 状 连续 SDS-PAGE 中 电泳 条 件 为 开始 时 电流 为 
20mA , 待 样品 进入 分 离 胶 后 ,将 电流 调 至 50mA ,一 般 需 5 一 6 小 
时 。 在 不 连续 SDS-PAGE 中 ,开始 时 电流 为 10mA, 竺 样品 进 人 分 
离 胶 后 调 至 20 一 30mA , 若 进 行 预 电 泳 可 采用 30mA ,60 一 120 分 
钟 。 

2. 有 关 SDS 的 重 结 唱 : 取 20g SDS 于 圆 底 烧 瓶 中 ,加 300ml 

无 水 乙醇 及 半 匙 活性 谈 ,烧瓶 接 上 冷凝 管 后 在 水 浴 中 加 热 至 乙醇 

微 沸 腾 ,回流 约 10 分 钟 , 用 热 布 氏 漏 斗 趁 热 过 滤 。 滤 液 应 透明 , 冷 

却 至 室温 后 移 人 一 20"C 低 温 冰箱 中 过 夜 , 次 日 用 预 冷 的 布 氏 漏斗 

抽 滤 ,再 用 少量 一 20"C 预 冷 的 无 水 乙醇 洗涤 白色 沉淀 3 次 ,尽量 
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抽 于 ,将 其 置 真空 干燥 器 中 干燥 或 置 40 "C 以 下 的 烘箱 中 烘 干 。 

3. 凝 胶 浓 度 的 选择 :分 子 量 在 25000~ 200000 范围 的 蛋白 质 
HAA REA 5% 的 凝 胶 , 分 子 量 在 10000~70000 范围 者 宜 用 
10% 的 凝 胶 , 分 子 量 在 10000~50000 范围 者 宜 用 15%% 的 凝 胶 , 此 
时 各 胶 的 交 联 度 均 为 2. 6% 。 测 定 分 子 量 时 必须 与 标准 蛋白 质 同 
时 电泳 ,其 迁移 率 最 好 在 0.2~0.8 范围 内 。 所 得 分 子 量 为 蛋白 质 
亚 基 或 单条 肽 链 的 分 子 量 , 需 用 其 它 法 加 以 校正 。 

4.SDS 的 用 量 : 当 SDS 单 体 浓 度 在 lmmol/L WEN, BRE 
白质 可 结合 1. 4gSDS; 4 SDS 低 于 0. 5mmol/L 时 ,其 结合 比 一 般 
为 0.4g SDS/g 蛋白 质 。 琉 基 乙 醇 还 原 蛋 白质 中 的 二 硫 键 ,' 有 利于 
SDS 与 蛋白 质 的 结合 。 样 品 溶解 液 中 SDS 的 浓度 至 少 比 蛋 白质 的 
量 高 3 倍 ,一 般 为 10 倍 , 否 则 影响 迁移 率 。 同 时 样品 溶解 液 中 的 离 
子 浓 度 要 低 ,最 高 不 超过 0. 26 ,样品 的 离子 浓度 也 应 较 低 ,和 否则 要 
透析 去 盐 。 
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实验 二 十 九 “ 等 电 聚 焦 法 测定 
蛋白 质 等 电 点 


一 、 原 理 

等 电 聚 焦 法 是 一 种 特殊 的 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 法 。 其 特点 是 
在 凝 胶 柱 中 加 入 一 种 称 为 两 性 电解 质 载体 (Ampholine) 的 物质 ， 
从 而 使 凝 胶 柱 在 电场 中 形成 连续 的 pH 梯度 。 我 们 已 知 ,蛋白 质 分 
子 是 典型 的 两 性 电解 质 分 子 , 它 在 大 于 其 等 电 点 的 pH 环境 中 以 
阴离子 形式 向 电场 的 正极 泳 动 ,在 小 于 其 等 电 点 的 pH 环境 中 以 
阳离子 状态 向 电场 负极 移动 .这 种 泳 动 只 有 在 等 于 其 等 电 点 的 pH 
环境 中 才能 停止 。 如 果 在 一 个 pH 梯度 的 环境 中 将 含有 各 种 不 同 
等 电 点 的 蛋白 质 混合 样品 进行 电泳 ,那么 在 电场 作用 下 ,不管 这 一 
大 群 混 杂 的 蛋白 质 分 子 原始 分 布 如 何 ,各 蛋白 质 分 子 将 按照 它们 
各 自 的 等 电 点 大 小 在 pH 梯度 中 相对 应 的 位 置 进行 聚集 ,经 过 一 
定时 间 以 后 ,不 同 的 蛋白 质 组 分 便 分 隔 在 不 同 的 区 域 之 单 .这 种 按 、 
等 电 点 大 小 在 pH 梯度 某 一 相应 位 置 进行 聚集 的 行为 即 是 聚焦 。 
蛋白 质 聚 焦 的 部 位 之 蛋白 质 质点 的 净 电 荷 为 零 ,测定 此 部 位 凝 胶 
的 pH 值 , 即 可 知 该 蛋白 质 的 等 电 点 。 

等 电 聚 焦 法 用 聚 丙烯 酰胺 作 支 持 物 与 圆 盘 电泳 有 很 大 差异 ， 
前 者 不 利用 凝 胶 的 分 子 筛 作用 。 

等 电 聚 焦 法 消除 了 扩散 作用 的 影响 ,电泳 时 间 愈 长 ,区 带 全 
窗 , 所 测 物质 愈 集中 ,所 以 它 较 一 般 电泳 法 的 分 辩 率 高 。 

应 用 凝 胶 等 电 聚 焦 法 不 仅 可 以 测定 两 性 电解 质 的 等 电 点 ,而 
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上 且 能 将 具有 不 同等 电 点 的 混合 物 进行 分 离 鉴定 。 


二 、 试 剂 
两 性 电解 质 载体 凝 胶 溶 液 : 丙 炳 酰 胺 3.5g, 甲 又 双 丙 烯 酰胺 
0.lg,pH3~10 两 性 电解 质 载 体 .2.5ml, 核 黄 素 溶液 (4mg/ml) 

12. 5ml, 加 水 至 50ml。 

蛋白 质 溶 液 : 纯 牛 血 清白 蛋白 7mg , 深 于 1ml 蒸馏 水 。 

5%% 和 磷酸 溶液 :85%% 磷 酸 29.4 ml 加 水 稀释 至 500ml。 

2% 和 氧 氧化 钠 溶液 :NaOH 10g 溶 于 蒸 饱 水 定 容 至 500ml。 

染色 液 : 取 考 马 斯 亮 蓝 Roso 0. lg, 冰 乙酸 10ml, 甲 醇 35ml ,加 
蒸 僻 水 溶解 后 定 容 至 100mt ,棕色 瓶 保存 。 

脱色 液 : 无 水 乙醇 50ml, 冰 乙酸 20ml, 用 蒸馏水 定 容 至 
200ml 。 

保存 液 :无 水 乙醇 25ml, 冰 乙酸 10ml, 甘 油 5ml, 加 蒸 馅 水 定 
容 至 100ml, 


过 【操作 方法 

1. 取 8ml 两 性 电解 质 凝 胶 溶 液 , 置 于 梨 形 瓶 中 ,加 入 0.14ml 
He AW?WRK (7m 白 蛋 白 /ml), 轻 轻 摇动 混 勾 , 抽 去 气泡 。 

2. 取 内 径 0.5~0. 6cm ;长 10cm 的 于 净 玻 管 4 支 ,垂直 放置 
在 制 胶管 架 上 , 玻 管 底 端 紧 紧 与 橡皮 塞 相 贴 以 保证 底 端 封闭 .加 入 
40% FM 3 一 4 滴 , 然 后 加 第 1 步 制 好 的 凝 胶 液 于 玻 管 中 , 直 至 离 
玻 管 上 端 lcm 处 为 止 , 上 面 再 以 2 一 3 滴 蒸 馅 水 履 之 ,注意 不 要 搅 
动 凝 胶 , 既 要 保证 混合 液 与 空气 隔绝 ,又 要 保持 其 表面 平整 。 

3. 等 管内 凝 胶 凝 聚 后 ,用 滤纸 吸 去 顶端 的 水 , 拔 去 管 底部 的 
橡皮 塞 , 使 蔗糖 液 流出 ,并 用 少量 蒸 馅 水洗, 然后 将 玻 管 放 人 圆 盘 
电泳 装置 中 ,上 槽 注 以 5% 磷 酸 溶液 , 接 正 极 ; 下 槽 装 2%NaOH 溶 
液 , 接 负极 。 注 意 应 把 凝 胶 与 电极 液 之 间 存 在 的 气泡 排 净 。 打 开 直 
流 电 源 THE 160 伏 ,聚焦 约 4 小时, 当 电 流 接 近 于 零 时 停止 电泳 。 
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1. REGGE JOE LI. Ba 
有 长 针头 (长 约 10 BOK) AER BM AGE TRB. FBKASAR 
胶 柱 与 玻 管内 壁 之 间 , 慢 慢 旋 转 玻 管 ,一 边 压 水 一 边 将 针头 呈 螺 旋 式 “ 
推进 ,使 凝 胶 条 与 管 壁 脱离 ,然后 用 吸 耳 球 对 玻 管 一 端 轻 轻 加 压 , 使 凝 
胶 条 从 玻 管 内 滑 出 。 标 明 凝 胶 条 的 正 负 端 , 并 对 凝 胶 条 编号 。 


5. 将 凝 胶 条 平 放 于 胶 条 托 板 ( 黑 色 ) 上 ,用 斥 量 出 每 一 根 凝 胶 ， 


条 的 长 度 并 记录 。 

6. 将 量 过 长 度 的 凝 胶 条 分 别 放 大 培养 亚 中 ,加 类 12%TCA 
固定 2 小 时 以 上 * 即 可 看 见 白 色 蛋 白带 出 现 5 

7. 将 量 过 长 度 而 未 用 TCA 固定 的 另外 一 凝 胶 条 放 在 玻璃 板 
上 ,按照 从 正极 端 到 负极 端的 顺序 用 刃 片 切 成 Som HDR. 
泡 于 lml Rik PUR. WH pH 值 并 记录 。 

8. 量 出 经 TCA 夯 定 后 的 凝 胶 条 长 度 以 及 凝 胶 条 的 正极 端 到 
蛋白 质 和 白色 沉淀 区 带 中 心 即 聚 焦 部 位 的 距离 ,并 记录 。 

9. 数据 的 处 理 : 

(pH 梯度 曲线 的 制作 :以 凝 胶 柱 长 度 为 横 坐 标 ,pH 值 为 纵 
坐标 作 图 可 得 pH 梯度 曲线 。 由 于 所 测 得 的 每 三 管 之 BH 值 是 以 
5mm 长 的 小 段 胶 条 的 pH 混合 平均 值 , 作 图 时 应 把 些 pH 值 视 为 
5mm 小 段 的 中 心 区 pH 值 , 即 第 二 小段 的 pH 值 所 对 应 的 胶 条 长 
度 应 为 2.5mm，, 依 次 类 推 有 (5n 一 2.5)mm 的 式 子 。 

@ 蛋 白质 样品 等 电 点 的 求 算 : 蛋 白质 焦 聚 部 位 距 正 极端 的 实 
际 长 度 L, 按 下 式 计算 : 

l, 

en A 

st? 1, Or at AYE A EP REY 
KE. 

1 : 凝 胶 条 固定 前 的 长 度 。 

|, : 凝 胶 条 固定 后 的 长 度 。 

根据 蛋白 质 聚 焦 部 位 距 凝 胶 条 的 实际 长 度 L,, 从 pH 梯度 曲 
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线 上 查 得 的 对 应 pH 值 即 为 该 蛋白 的 等 电 点 。 


四 、 说 明 

1. 等 电 聚 焦 电 泳 的 支持 介质 可 用 聚 丙烯 酰胺 (PAA) 也 可 用 
琼脂 糖 3 在 本 电泳 中 并 无 分 子 得 效应 ,一 般 PAA 浓度 为 5%% 或 
7%% ,其 Acr 纯度 要 求 高 , 须 重 结晶 ,否则 会 引起 pH 梯度 的 阴极 漂 
移 ,一 般 约 为 1/3pH 单位 。 

2. 等 电 聚 焦 电 泳 方式 有 柱 电 泳 、 垂 直板 电泳 和 超 薄 型 水 平板 
电泳 ,也 可 与 SDS-PAGE 等 结合 进行 双向 电泳 如 JEF/SDS- 
PAGE,IEF/PG-PAGE。 

3. 两 性 电解 质 :商品 有 Ampholine(LKB 公司 ),Servalyte 
(Serva 公司 ), Pharmalyte(Pharmacia 公司 ),， 及 国产 两 性 电解 质 
载体 。 其 浓度 一 般 为 40% 或 20%，, 其 pH 范围 分 别 为 2.5~5,4~ 
6.5,5 一 8;6. 5 一 9,8.5 一 10;3 一 10 等 。 在 凝 胶 中 的 浓度 一 般 为 1% 
一 3%, 国 产 试剂 有 时 导电 性 差 , 一 般 终 浓度 为 2% 。 两 性 电解 质 载 
体 的 选择 主要 依据 被 测 物质 的 大 概 PH 范围 。 

4. 样 品 问 题 : 样 品 要 脱盐 ,否则 区 带 扭曲 ,再 者 要 彻底 溶解 ， 
颗粒 易 引 起 拖 尾 。 样 品 溶液 中 可 加 变性 剂 ,如 尿素 (6 一 8mol7L ) ， 
EAS. 加 样 量 取决 于 样品 中 和 蛋白质 的 种 类 及 数量 和 检测 方法 
的 灵敏 度 。 一 般 以 0.5 一 lmg 和 蛋白 /ml 溶液 为 宜 , 最 适 加 样 体积 约 
10 一 30 凤 ,对 于 不 稳定 的 样品 可 进行 预 电 泳 。 

5. 电极 缓冲 液 应 据 两 性 电解 质 pH 范围 加 以 选择 ,可 参见 相 
应 产品 的 说 明 书 。 
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实验 三 三 十 “ 蛋 日 质 N: AR BAU 


WeEEAR N- 末 端的 方法 很 多 ,常用 的 有 三 硝 基 氟 苯 法 


(FDNB 法 )、 异 硫 氰 酸 葵 酯 法 (简称 PTH 法 ) 和 氨 肽 酶 法 等 。 近 来 
年 普遍 采用 DNS- 氮 基 酸 聚 酰胺 薄膜 层 析 法 和 ;DNP- 氨 基 酸 聚 酰 
胺 薄膜 层 析 法 。 

聚 酰胺 Cpolyamide) 是 一 类 称 为 锦纶 或 尼龙 的 化 学 纤维 原料 ， 
例如 锦纶 6、 锦 纶 66、 锦 纶 1010 等 :由 于 这 一 类 高 分 子 物质 含有 大 
量 的 酰胺 基 团 , 故 统称 为 聚 酰胺 .酰胺 基 团 能 同 酚 类 `\ 酸 类 、 配 类 以 
及 硝 基 化 合 物 等 极 性 物质 形成 氢 键 。 聚 酰胺 对 被 分 离 物质 吸附 能 
力 的 大 小 取决 于 二 者 之 间 的 氢 键 的 强 弱 ;在 层 析 中 , 晨 层 溶剂 与 被 
分 离 物质 在 聚 酰胺 表面 竞相 形成 氢 键 ,选择 适当 的 晨 层 溶剂 ,使 被 
分 离 物质 在 溶剂 与 聚 酰胺 表面 之 间 的 分 配 系数 有 较 大 差异 ,经 过 
吸附 与 解吸 附 的 展 层 过 程 , 就 会 形成 二 个 分 离 顺 序 ; 达 到 离 析 揭 目 
的 。 聚 酰胺 固定 于 涤纶 片 基 或 其 它 载 片上 而 形成 二 种 质地 移 匀 紧 
密 的 多 孔 薄膜 结构 即 聚 酰胺 薄膜 。 


— AE 

荧光 试剂 DNS-Cl (= FH A AB K HH BM A, 1-dimethy- 
laminonaphthalene-5-sulfonyl-chloride, 又 称 Dansyl-chloride ) 与 
氨基 酸 在 PH10 左右 的 碱 性 条 件 下 作用 形成 一 类 称 为 DNS- 氨基 酸 
的 衍生 物 。 这 类 衍生 物 在 254 或 365nm 的 紫外 光 下 可 发 出 强烈 的 
黄色 荧光 。DNS- 氮 基 酸 在 酸性 条 件 可 被 乙酸 乙 酯 位 取出 来 ,经 聚 酰 
胺 薄膜 层 析 后 斑点 集中 ,灵敏 度 达 到 10° ~ 10 PHF KF. 
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DNS -氨基 酸 相当 稳定 ,在 6mol/L 的 盐酸 中 ,110"C,22 小 时 
的 条 件 下 , 除 DNS- 色 氨 酸 全 部 破坏 , 和 DNS-f AB C77%). 
DNS -丝氨酸 (35%)、DNS- 甘 氨 酸 18%)、DNS- 丙 氨 酸 47 为 ) 部 分 
和 破坏 外 ,其 余 均 很 少 破坏 。 


其 反应 过 程 如 下 : 
N(CH): 4 N(CH): 
| as 
0 oe 
R 
50,Cl S0,—_NH—CH—COOH 
(DNS-CD DNS -氨基 酸 
当 DNS-Cl 多 余 时 ,反应 继续 进行 ,生成 DNS-NH:。 
N(CH): N(CH): 
| | 
SO, — Cl $0;—N—C—COOH 
H HH 
N(CH), N(CH.) 


Pea See 


H H 
N(CH;); N(CH;)> 
| R 
OH- 
+ HC=O +CO+ 
SO,—NH,; SOx. 


. 当 pH # mit .DNS-Cl 自身 水 解 生 成 DNS-OH。 
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N(CHs3)2 N(CH;)2 
Hes 
SO,—Cl SO,—OH 


5 MIE DT RAR HB tk Te TK AB EE ER TE oT AE 
酸 衍生 物 时 具有 灵敏 度 高 ,分 辨 力 强 , 速 度 快 ,操作 方便 等 优点 。 


二 、 试 剂 

DNS-Cl 溶液 : 取 25mg DNS-Cl 溶 于 10ml 丙酮 中 。 

0. 2mol/L NaHCO, 水 洲 液 ;6mol/L HCl, 1mol/L NaOH; # 
Bz KOR. 


= PREF iE 

1. DNS- $y HE BE RY til 

将 标准 氨基 酸 用 0.2mol/L NaHCO, 配 成 0. 5mg/ml WH ¥ 
液 , 用 lmol/L NaOH 调 至 PH9. 8 一 10.0。 

用 滴 管 取 标 准 氨 基 酸 溶液 2 一 3 滴 装 人 一 小 指 管 ,再 加 入 等 体 
FAH) DNS-Cl 丙酮 溶液 , 摇 勺 .用 胶布 封 住 口 , 置 40"C 温 箱 中 保温 
30 分 钟 。 取 出 , 电 吹 风 热 风 蒸 去 丙酮 , 滴 人 lmol/L 的 HCl BRR 
化 到 pH 2. 0 一 2.5。 酸 化 后 ,加 入 乙酸 乙 酯 4 一 5 滴 , 稍 加 摇动 ,小 
指 管 上 层 乙酸 乙 酯 层 即 含 DNS- 标 准 氨基 酸 。 

2. DNS- 胰 岛 素 的 制备 

用 0. 2mol/L NaHCO, 将 结晶 牛 胰岛 素 配 成 — AY 
液 , 用 lmol/L NaOH 调 至 pH9. 8~10. 0。 

取 此 胰 鸟 素 溶 液 4 滴 于 小 指 管 中 ,加 4 滴 DNS-CI 丙酮 溶液 ， 
摇 匀 。 用 胶布 封 住 管 口 , 置 40 "C 温 箱 保 温 30 分 钟 。 取 出 后 真空 抽 
去 丙酮 ,剩余 固体 物 即 为 DNS- 胰岛素。 

3. DNS- 胰 鸟 素 的 水 解 及 DNS- 氨基 酸 的 提取 

向 含 有 DNS- 胰岛 素 固 体 物 的 小 指 管内 ,加 和 人 0. 2 BH 6mol/L 
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HCI 洲 液 。 在 煤气 灯 上 将 管 口 封闭 , 置 110"C 烘 箱 水 解 12 小 时 左 
右 。 水 解 后 开 管 * 真空 抽 于 ,加 2 滴 0. 2mol/L NaHCO; 溶液 ,再 用 
lmolj 前 HCl 调 至 pH2.0 一 2.5。 然 后 加 入 乙酸 乙 酯 5 一 6 i. 
加 播 动 ,小 指 管 上 层 的 乙酸 乙 酯 内 含 DNS- 胰 岛 素 N- 末 端 氨基 
酸 。 

4. 点 样 和 展 层 

取 聚 酰胺 薄膜 (7X7cm), 距 边 0. Sem 处 作 一 直线 为 基线 , 基 
线 上 等 距离 画 几 个 点 ,为 点 样品 的 位 置 . 如 果 需 作 双 向 层 析 则 按 此 
距离 画 一 交叉 十 字 ,在 此 交叉 点 上 点 样 。 

DNS- 标 准 氨 基 酸 、 和 蛋白 质 水 解 液 分 别 用 毛细 管 取 样 , 于 聚 酰 
胺 薄膜 上 点 样 , 样 品 斑点 直径 不 超过 2 EK. 

展 层 :将 聚 酰 胺 薄膜 的 光 面 向 外 , 聚 酰 胺 面向 内 ，* 逢 以 一 个 尼 
龙 条 圈 或 照相 底片 圈 ( 用 Imol/L NaOH 液 煮 过 ), 置 于 小 于 燥 器 
或 自制 小 钟 章 内 的 小 培养 下 上 ,培养 下 中 盛 有 层 析 溶剂 。 展 层 15 
一 20 分 钟 , 取 出 ,用 吹风 机 吹 干 。 

展 层 溶剂 系统 : 

ai: 甲酸 (88%) :水 =1:1 (V/V) 

bb: : 冰 乙 酸 =8 : 2 (V/V) 

测定 末端 基 , 一 般 单 向 展 层 即 可 , 展 层 用 甲酸 -水 的 系统 (a)。 
若 进行 双向 展 层 , 先 用 b 系统 做 第 一 相 , 展 层 后 取出 ,只 需 真空 于- 
燥 一 小 时 ,就 进行 第 二 向 (用 a 系统 )。 

检测 :于 紫外 灯 下 观察 。DNS- 氮 基 酸 旺 黄 色 ,DNS-OH BR 
4, Fe FE , iB tH 


附录 一 ” 聚 酰胺 薄膜 的 制备 
聚 酰胺 薄膜 是 将 聚 酰 胺 即 锦纶 原料 涂 在 涤纶 片 基 上 以 后 所 形 
成 的 一 层 薄 膜 ( 也 可 涂 在 玻璃 片上 ,但 不 如 涤纶 片 基 便 于 操作 和 保 
存 )。 锦 纶 易 溶 于 强酸 ,将 锦纶 溶 于 甲酸 ,成 粘 稠 溶液 ,然后 涂 在 涤 
纶 片 基 上 , 当 甲 酸 缓慢 挥发 后 , 即 形成 一 层 均 匀 紧 密 的 多 和 孔 薄 膜 。 
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层 析 展 层 时 ,溶剂 沿 着 细 孔 上 升 . 如 果 锦 纶 浓度 过 高 , 细 和 孔 较 少 , 展 
层 速度 慢 .反之 ,浓度 过 低 , 膜 质 疏 松 , 孔 多 * 展 层 速 度 快 ,被 分 离 物 
极 易 扩散 。 锅 纶 浓度 一 般 以 20% 为 宜 。 薄 膜 的 厚度 对 层 析 分 离 及 
灵敏 度 的 影响 也 很 大 ,以 0. 15 毫米 左右 的 厚度 为 宜 。 锅 纶 原料 的 
聚合 分 子 量 对 膜 的 质量 也 有 影响 聚合 分 子 量 大 的 原料 ,溶解 后 粘 
度 大 , 制 成 的 膜 牢固 紧密 , 层 析 时 样品 的 点 集中 ,扩散 小 。 分 子 量 过 
小 的 原料 不 适 于 制 膜 ,因为 制 成 的 膜 容 易 从 片 基 上 上 脱落; 层 析 点 易 
扩散 。 通 常 取 分 子 量 在 2 万 左右 的 锦纶 作为 原料 , 制 成 的 膜 质量 较 
好 。 

制 膜 方 法 : 

1. 涤纶 片 基 的 处 理 

涤纶 片 基 表 面 有 葵 丁 树脂 和 油 质 , 必须 预先 除去 。 将 膜 切 成 17 义 
35 厘米 ,浸入 10%% 氢 氧化 钠 水 洲 液 与 工业 酒精 [13: 1CV/V) RAR 
中 过 夜 。 用 时 取出 ,以 清水 洗 净 , 直至 表面 不 挂 水 珠 为 应。 

将 洗 净 的 涤纶 片 基 ( 厚 度 为 0.1 毫米 左右 ) 趁 湿 紧 贴 在 玻璃 板 
上 , 片 基 两 侧 贴 上 厚度 为 0.4 毫米 的 聚 氯 乙烯 条 , 待 片 基 表 面 凉 干 
后 ,将 其 置 于 通风 橱 内 的 水 平 木板 上 。 木 板 必 须 用 水 平 仪 校 至 水 
平 , 只 有 这 样 才能 保证 膜 的 均匀 。 

2. 锦纶 甲酸 溶液 的 配制 

在 100 毫升 烧杯 内 , 称 取 锦 纶 ( 湿 切 片 , 一 级 品 )5 HR 
(85% )25 毫升 , 盖 上 表面 严 , 电 磁 搅 拌 溶解 , 约 3 小 时 以 后 成 透明 
清 液 。 必 要 时 可 用 砂 世 漏斗 减 压 过 滤 ,除去 难 溶 固体 > 

3. 铺 膜 

将 锦纶 甲酸 溶液 倒 在 水 平 木 板 上 面 的 涤纶 片 基 上 ,迅速 推动 
架 于 片 基 两 侧 聚 氯 乙烯 条 上 的 玻璃 棒 , 以 使 液体 均 勾 铺 在 片 基 上 。 
甲酸 是 极 易 挥发 的 腐蚀 性 酸 类 , 需 戴 口 单 和 手套 在 通风 橱 内 操作 。 
膜 铺 好 后 ,立即 关闭 通风 橱 , 让 甲酸 缓慢 挥发 过 夜 ,次 卓 取 出 ,在 空 
气 中 吹 干 。 不 可 用 高 温 烘 烤 ,否则 易 使 膜 变 形 和 断裂 。 吹 王后 ,将 
薄膜 裁 成 所 需 大 小 。 
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1. 酶 的 提取 纯化 的 一 般 原 则 

对 酶 进行 分 离 提纯 有 两 方面 的 目的 ,一 是 为 了 研究 酶 的 理化 
特性 (包括 结构 与 功能 、 生 物 学 作用 等 )，* 对 酶 进行 鉴定 必须 用 纯 
酶 ;二 是 作为 生化 试剂 及 用 作 药 物 的 酶 ,常常 也 要 求 有 较 高 的 纯 
度 。 

根据 酶 在 体内 作用 的 部 位 ,可 以 将 酶 分 为 胞 外 酶 和 胞 内 酶 。 前 
者 是 由 细胞 产生 后 分 流 到 细胞 外 进行 作用 的 酶 ,这 类 酶 大 多 是 水 
解 酶 ,如 细菌 产生 的 淀粉 酶 蛋白 酶 ,帮助 消化 的 多 酶 片 中 的 胃 有 蛋 
白 酶 和 胰 有 蛋白 酶 都 属于 胞 外 酶 。 胞 外 酶 易于 分 离 , 如 收集 动物 胰 液 
即 可 分 离 出 其 中 的 各 种 蛋白 酶 和 酯 酶 等 。 胞 内 酶 则 是 在 细胞 内 会 
成 后 并 不 分 汰 到 细胞 外 ,而 是 在 细胞 内 起 催化 作用 ,体内 的 大 多 数 
酶 属 此 类 ,它们 在 胞 内 往往 定位 或 结合 于 特定 的 亚 细 胞 结构 上 ,如 
三 效 酸 循环 、 脂 肪 酸 氧化 .呼吸 链 和 氧化 磷酸 化 等 一 系列 与 能 量 生 
成 有 关 的 酶 系 主要 集中 在 线粒体 上 ;与 蛋白 质 合 成 的 有 关 酶 系 主 
要 分 布 在 粗 面 内 质 网 上 ;与 糖 酵 解 、 糖 原 异 生 作 用 和 脂肪 酸 合 成 等 
有 关 的 酶 系 则 主要 集中 在 细胞 液 中 , 胞 内 酶 的 分 离 必 须 破 碎 细 胞 。 

在 生物 组 织 细胞 内 含有 各 种 各 样 的 酶 ,要 获得 所 需要 的 酶 , 必 
须 将 许多 其 它 酶 和 有 蛋 和 白质 ,以 及 各 种 杂质 除去 ,进行 分 离 、 提 取 和 
纯化 过 程 * 操 作 时 应 注意 :GD 在 酶 的 提取 纯化 过 程 中 防止 酶 的 变性 
失 活 ,避免 过 酸 或 过 碱 , 保 持 在 较 低 的 温度 下 操作 ,防止 重金 属 离 
子 的 毒害 , 防 赴 有 机 溶剂 的 变性 作用 ,抑制 蛋白 水 解 酶 的 作用 ;@) 
因为 酶 是 蛋 和 白质, 因此 凡是 能 用 于 蛋白 质 分 离 纯 化 的 一 切 方法 同 
样 适 用 于 酶 5@@ 酶 是 具有 催化 活性 的 蛋白 质 , 可 以 通过 测定 酶 的 众 
化 活性 ;下 踪 酶 在 分 离 提纯 过 程 中 的 去 向 ,并 为 选择 最 佳 方法 和 操 
作 条 件 提 供 直 接 的 依据 。 在 整个 酶 的 分 离 纯 化 过 程 中 ,每 一 步骤 都 
需要 进行 酶 的 活力 测定 ,这 样 才能 知道 经 过 某 一 步骤 回收 到 多 少 
酶 .纯度 提高 了 多 少 , 从 而 决定 该 步 的 取 会 。 
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Bi) > BH AC LIE EP BADR ih, NO oh KF 
wv . ; 
(1) 酶 的 抽 提 :目的 是 将 尽 可 能 多 的 酶 和 尽 可 能 少 的 杂质 从 原 
料 中 引入 溶液 。@D 预 处 理 和 破 细胞 。 无 论 是 动 植物 或 是 微生物 材 
料 都 要 进行 预 处 理 , 如 动物 材料 须 去 除 脂 肪 ,油料 种 子 先 用 乙醚 等 
有 机 溶剂 进行 脱脂 ,微生物 材料 则 是 将 菌 体 从 发 酵 液 中 分 离 出 来 5 
经 过 预 处 理 的 材料 应 以 尽 可 能 的 新 鲜 状 态 直接 应 用 或 立即 冷冻 低 
温 保 藏 。 胞 外 酶 一 般 不 需要 破 细 胞 ,可 直接 用 水 或 缓冲 液 浸 泡 , 滤 
去 不 溶 物 ,就 可 得 到 酶 的 粗 抽 提 液 。 胞 内 酶 则 需 破 细胞 后 才能 释放 
出 来 , 动 植物 组 织 细胞 一 般 用 高 速 组 织 的 碎 器 或 加 砂 研 磨 或 匀 妆 
器 破碎 ,以 有 利于 下 一 步 处 理 。 也 可 继续 制 成 丙酮 粉 或 反复 进行 冰 
冻 融 解 处 理 等 。 微 生物 材料 可 采用 超声 波 破碎 或 加 溶菌 酶 或 丙酮 
干粉 法 或 菌 体 自 溶 法 等 (丙酮 干粉 法 是 将 新 鲜 材 料 粉 碎 后 在 低 于 
0 "CC 的 条 件 下 加 入 5~10 倍 量 的 低温 预 冷 的 丙酮 ,迅速 搅拌 均 多 
后 过 滤 、 低 温 干 燥 和 粉碎 即 得 丙酮 干粉 ;@) 抽 提 。 由 于 大 多 数 酶 属 
于 球 有 蛋白 类 ,因此 一 般 可 用 黎 盐 、 黎 酸 或 黎 碱 的 水 溶液 进行 抽 提 ， 
但 选择 什么 抽 提 液 和 抽 提 条 件 则 取决 于 对 酶 的 溶解 和 稳定 性 有 利 
与 否 。 通 常 抽 提 液 的 pH 人 和 值 以 4 一 6 为 宜 , 所 选择 的 pH 值 应 在 该 酶 
的 稳定 范围 之 内 ,并 且 能 远离 其 等 电 点 。 对 于 盐 的 选择 ,因为 大 多 
数 蛋 白质 在 低 浓 度 的 盐 溶液 中 溶解 度 大 , 故 抽 提 时 一 般 采 用 等 渗 
HBR, A AO. 02~0. 05mol/L 磷酸 缓冲 液 和 0.15mol7/L KR 
ACA , te op BBE RGA Fo FEHR AAR REAR BESCKLES EHF 
的 作用 , 抽 提 的 温度 通常 在 0~4"C 范 围 内 。 抽 提 液 的 用 量 通常 是 
原料 的 1~5 倍 。 有 时 须 反 复 抽 提 以 提高 效果 ;@) 浓 缩 。 由 于 抽 提 
后 的 酶 液 或 发 酵 液 中 酶 的 浓度 很 低 , 需 加 以 浓缩 利于 下 一 步 处 理 。 
浓缩 的 方法 有 用 盐 或 冷 乙 醇 沉 淀 后 再 溶解 ,薄膜 浓缩 、. 冰 冻 浓 缩 : 
聚 乙 二 酵 浓 缩 , 凝 胶 过 滤 浓 缩 和 超过 滤 浓 缩 法 等 。 | 

(2) 酶 的 纯化 :其 目的 主要 是 除去 包括 杂 有 蛋白 在 内 的 众多 杂 
质 , 获 得 所 需 纯 酶 。 在 酶 的 粗 抽 提 液 中 除 目标 酶 以 外 还 混杂 有 其 它 
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许多 小 分 子 和 大 分 子 物 质 。 小 分 子 物 质 在 纯化 过 程 中 很 容易 去 除 ， 
必要 时 可 用 透析 法 。 大 分 子 中 有 杂 有 蛋白 、 核 酸 和 糖 类 ,核酸 可 用 加 
氮 化 锰 或 鱼 精 蛋白 等 加 以 沉淀 而 除去 ,必要 时 可 用 核酸 酶 。 粘 多 糖 
可 用 醋酸 铅 、 己 醇和 丙酮 等 处 理 。 而 杂 有 蛋白 是 主要 的 杂质 ,根据 酶 
蛋白 与 杂 蛋 和 白 在 物理 化 学 和 生物 化 学 性 质 的 差异 可 用 如 下 一 些 方 
法 除去 杂 有 蛋白 :GD 根据 溶解 度 的 不 同 来 纯化 酶 的 方法 有 盐 析 法 有 
机 溶剂 沉淀 法 、 等 电 点 沉淀 法 和 选择 性 沉淀 法 ;@) 根 据 酶 和 杂 有 蛋白 
分 子 大 小 的 差别 来 纯化 酶 前 方法 有 凝 胶 过 滤 法 等 ;@@ 根 据 带 电 性 
质 纯 化 酶 的 方法 有 离子 交换 层 析 法 、 电 泳 分 离 法 和 等 电 聚 焦 层 析 
法 ; 终 根据 酶 和 杂 有 蛋白 在 某 些 条 件 下 的 稳定 性 差别 来 纯化 酶 的 选 
择 性 变性 法 ;@) 根 据 酶 和 底 物 、 辅 助 因子 或 抑制 剂 之 间 的 专 一 性 亲 
和 作用 建立 起 的 亲 和 层 析 法 。 

因为 酶 是 生物 活性 物质 ,在 提纯 时 必须 考虑 尽量 减少 酶 活力 
的 损失 ,整个 操作 要 在 低温 下 进行 ,一 般 在 0~4"C 之 间 , 使 用 有 机 
溶剂 分 级 分 离 时 要 在 一 15 一 一 20"C 下 进行 。 此 外 加 入 EDTA € 
合剂 可 防止 重金 属 引 起 的 失 活 ,加 入 玖 基 己 酵 可 防止 一 SH 氧化 
HKG HAAR EU RMT AK PEAKS OREM 
x 

(3) Be RA BUG RG ie il oe HK GE a A TRA, 
论 是 粗 酶 制剂 还 是 纯 酶 制剂 ,是 液体 的 还 是 固体 的 酶 制剂 都 存在 
一 个 如 何 保存 或 提高 酶 稳定 性 的 问题 。 大 多 数 酶 在 低温 条 件 下 (0 
一 45C) 保 存 , 少 数 酶 可 在 一 20"C 下 保存 。 保 存 时 尽量 以 高 浓度 的 
酶 方式 , 低 浓 度 易 失 活 , 这 是 方式 1, 即 保存 浓缩 的 酶 液 。 为 提高 酶 
的 稳定 性 ,可 加 入 某 些 稳定 剂 如 底 物 、 殖 基 保 护 剂 和 某 些 无 机 离 
子 , 常 用 的 殖 基 保护 剂 如 谷 胱 甘 肽 、 二 弦 基 乙 醇和 二 硫 苏 糖 醇 
(DTT) 等 ,无 机 离子 如 Ca2+ 能 保护 o- 淀 粉 酶 ,Mn2+ 能 稳定 溶菌 
Mm, Cl -能 稳定 透明 质 酸 酶 等 。 此 外 还 可 用 血清 白 蛋 和 白 作 保护 剂 。 
国体 酶 制剂 的 稳定 性 较 高 ,在 瞳 冷 下 保存 数 日 至 一 年 以 上 不 失 活 ， 
这 是 保存 方式 2, 即 冰冻 干燥 法 。 近 年 来 也 常用 甘油 和 蔗糖 作 低温 
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2. 酶 纯度 的 测定 . 

酶 提纯 的 目的 不 仅 要 求 酶 量 得 率 高 ,而 且 和 更 要 求 得 到 不 含 或 
少 含 其 它 杂 蛋白 ,使 酶 的 纯度 提高 。 因 此 在 酶 的 纯化 过 程 中 要 跟踪 
检查 酶 的 含量 和 存在 ,除了 测定 一 定 体 积 或 一 定 重 量 酶 制剂 中 含 
有 的 酶 活力 单位 数 之 外 ,还 要 测定 酶 制剂 中 有 蛋白质 (或 蛋白 氮 ) 的 
含量 ,以 求 得 酶 的 纯度 。 酶 的 纯度 用 比 活 力 表 示 。 根 据 国 际 酶 学 委 
员 会 规定 , 比 活力 用 每 毫克 蛋白质 (或 蛋白 氮 ) 所 含 的 酶 活力 单位 
表示 , 比 活力 愈 大 ,表示 酶 的 纯度 愈 高 。 

比 活 力 一 活力 单位 数 / 毫 克 有 蛋白 ( 气 ) 

一 总 活力 单位 数 / 总 蛋白 (和 所) 毫克 数 

而 一 个 酶 活力 单位 的 定义 是 指 在 特定 条 件 下 在 工分 钟 内 能 转化 ] 
微 摩 尔 (kmol) 底 物 的 酶 量 , 或 是 转化 底 物 中 工 微 摩尔 的 有 关 基 团 - 
的 酶 量 。 特 定 条 件 : 温 度 选 定 为 25°C, HERA (mw pH 和 底 物 浓 
度 ) 均 采用 最 适 条 件 。 这 是 标准 定义 ,但 实际 工作 中 也 经 常 采用 习 
惯 定 义 。 

此 外 在 酶 的 纯化 工作 中 还 要 计算 纯化 倍数 和 产量 中 ( 即 回收 
率 )。 

IE Me ge 


eR LAMKRARS HARA RERK YK FFB 
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实验 三 十 一 ， 丙 氨 酸 转氨酶 
活性 的 测定 


— AE 

转氨酶 催化 氨基 移 换 反 应 。 丙 氮 酸 转氨酶 催化 如 下 的 反应 : 

L- 丙 氨 酸 十 o- 酮 成 二 酸 一 丙酮 酸 十 L- 谷 氮 酸 
若 此 反应 与 乳酸 脱 氢 酶 催化 的 反应 相 偶 联 , 可 以 使 生成 的 丙酮 酸 
转变 成 乳酸 : 

丙酮 酸 二 NADH 十 H- 一 乳酸 十 NAD- 

在 该 反应 中 ,NADH 可 以 定量 地 转变 成 NAD- ,也 使 丙酮 酸 定量 
地 转变 成 乳酸 。 因 而 NADH 在 340nm 处 的 吸光 度 变 化 可 以 用 来 
表达 酶 活性 的 高 低 。 


二 、 试 剂 

(D0. 05mol/L 、 pH7. 2 的 Tris-HCl 缓冲 液 ; 
CNADH:3mg/ml, 用 GD 配制 ; 

@L-A AR :0. 2mol/L, AOAC Hl ;s 
Ga- 酮 成 二 酸 :0.05mol/L ,用 人 配制 ; 

@ 乳 酸 脱 氢 酶 :每 ml 含 20000 单位 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 两 氨 酸 转氨酶 粗 酶 液 的 制备 

取 20g 洗 净 的 白菜 叶 , 加 入 0. 5 倍 体积 的 0.05mol/L .pH7. 2 
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冰冷 的 Tris-HCl 缓冲 液 ,研磨 、 匀 浆 , 匀 浆 液 于 4?"C 以 下 26000Xg 
离心 20 分 钟 。 上 清 液 即 为 粗 酶 液 。 

2. 酶 活性 的 测定 

取 0. 2ml NADH 0. 5ml L- 两 氨 酸 、 0. 1ml 含 2000 单位 的 乳 
酸 脱 氢 酶 .0. 2ml AY o- Aye — RHE. 7K 1. 8ml 和 0. 2ml 粗 酶 液 。 终 
体积 3ml , 混 匀 后 于 22 CRIB 10 分 钟 , 于 340nm MEHERK. YU 
不 加 两 氨 酸 的 反应 液 作 对 照 。 

酶 活性 以 每 分 钟 转 化 1 pmol 的 NADH 所 需 的 酶 量 为 一 个 活 
性 单位 。 酶 的 比 活性 以 每 分 钟 每 mg 蛋白 所 形成 的 NAD+ 量 表示 。 
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实验 三 十 二 ”蛇毒 磷酸 酯 酶 的 
FOS tt Sew 


— AB 

磷酸 酯 酶 也 叫 磷酸 水 解 酶 ,是 分 布 广泛 的 酶 , 按 酶 作用 的 最 适 
pH 可 以 粗略 地 分 为 三 类 ,酸性 磷酸 酯 酶 (最 适 pH 范围 为 4.8 一 
6.5);@ 中 性 磷酸 酯 酶 (最 适 pH 范围 为 6 一 8);G 碱 性 磷酸 酯 酶 
(is pH 为 8. 6 一 10. 3) ,很 明显 这 种 分 类 法 并 不 严格 。 磷 酸 酯 酶 
HAA PREBH ARR SBA RR RBA A KE 
是 磷酸 化 底 物 的 化 学 本 质 。 如 :葡萄 糖 -1- 磷 酸 和 果糖 -1,6- 二 磷酸 
属 单 酯 键 ,而 CAMP 和 磷 酯 酰 胆 碱 ( 卵 磷 酯 ) 均 属 双 酯 键 ,有 关 化 
学 式 可 参看 教材 。 

eH -1,6-— BRAS — te Ba TE BER OG BS HE 1b 7k fT ER 
BE-6- BAR 1 HA) Ee SE PE RB - 1. O- A 
JD. FAR . Fil 2d BH -1- BF RE BK SR BS BY AE Se — HE BE RR BE A 7K fF 

一 般 地 ,磷酸 二 酯 酶 的 专 一 性 相当 高 ,以 磷脂 酰 胆 碱 为 例 , 其 中 
有 两 种 类 型 的 二 酯 酶 。 磷 脂 酶 D( 有 几 种 ) 产 生 磷 脂 酸 和 自由 的 胆 
碱 ; 而 磷脂 酶 CC( 也 有 几 种 ) 则 产生 二 酰 甘 油 和 磷酸 胆 碱 。 将 CAMP 
转化 成 5 -AMP 的 磷酸 二 酯 酶 也 具有 高 度 专 一 性 。 甲 基 黄 味 叭 类 ， 
如 咖啡 因 , 就 是 这 类 磷酸 二 酯 酶 的 良好 抑制 剂 。 注 意 磷 酸 二 酯 酶 只 
断裂 一 个 键 ,而 不 释放 无 机 磷酸 ,磷酸 单 酯 酶 则 释放 无 机 磷酸 。 

在 生物 系统 内 广泛 分 布 着 磷酸 化 化 合 物 , 它 们 或 作 能 量 贮存 
形式 (如 ATP, 磷 酸 肌 酸 等 ), 或 作 信 息 大 分 子 的 组 分 ( 即 dNTP), 
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或 作 某 些 酶 的 别 构 效 应 因子 (如 果糖 -1,6- 二 磷酸 、 磷 酸 烯 醇 式 丙 
酮 酸 等 ) ,或 作为 “第 二 信使 "如 cAMP、cGMP、 肌 醇 磷 酸 )。 受 蛋 
白 激 酶 和 和 蛋白 磅 酸 酯 酶 控制 的 蛋白 质 磷酸 化 -去 磷酸 化 反应 调节 
着 某 些 酶 的 活性 (如 磷酸 化 酶 \ 丙酮 酸 脱 氢 酶 等 )。 因 此 从 众多 组 织 
中 抽 提 出 来 众多 的 磁 酸 酯 酶 是 合乎 情理 的 ， 在 胞 外 或 体液 ,如 牛 
1. 血浆、 血清 ,甚至 于 尿 液 和 动物 毒液 中 可 发 现 很 多 的 磷酸 酯 酶 ， 
这 些 磷 酸 酯 酶 就 其 底 物 而 言 没 有 专 一 性 ,血液 中 磷酸 酯 酶 的 活性 
测定 是 一 种 很 有 价值 的 诊断 工具 。 

本 实验 是 有 关 啊 尾 蛇毒 液 中 的 磷酸 单 酯 酶 ,及 一 系列 潜在 撒 
物 ( 包 括 某 些 核 苷 酸 、 核 苷 酸 磷酸 、. 单 糖 磷酸 酯 ) 的 实验 : 


二 、 试 剂 

含 Mg?* & th :0. 2mol/L 甘氨酸 - NaOH 缓冲 液 ,PH9. 0， 含 
20mmol/L MgCl,. 

潜在 底 物 : 均 用 水 配 成 0.25mmol/L ,并 调 pH 在 6 一 8 范围 ， 
Je ® £2 45 : 2'-AMP, 3’'-AMP, 5'-AMP, 5'-UMP, 6’-d TMP, @ 49 
糖 -1- 磷 酸 、 葡 萄 糖 -6- 磷 酸 、5'-ATP。 

蛇毒 液 : 取 自 Crotalus adamanteus WY) “gala 
10mg/ml, 然 后 于 10000 Xg 离心 15 分 钟 C(4 "C) 去 混 独 ,再 用 冰 水 
稀释 200 倍 。 用 前 配制 并 冰 浴 保存 。 

磷酸 分 析 试 剂 :1. 8mol/L H,SO,. 

3.5%% 钼 酸 贸 : 用 水 溶解 后 加 几 滴 浓 硫 酸 轻微 酸化 ;这 有 助 于 
防止 钼 酸 铵 水 解 ,溶液 应 清亮 。 

乙 基 - 对 -氨基 苯酚 用 2.1%NaHSO, BORE W 0.7% KH 
还 原 剂 。 

无 机 磷酸 标准 液 :用 水 将 KH;PO, 配 成 0.250mmol/L。 


三 、 操 作 方法 
.无 机 磷 测 定 的 标准 曲线 
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取 试 管 编号 ;加 无 机 磷酸 标准 液 0,1. 0,2. 053.044. 0mly 然后 
用 水 将 所 有 试管 补足 到 4ml, 再 向 各 管 加 1. 8mol/L H,SO, 1ml, 钥 
RAM 1. ml 和 还 原 剂 1. 0ml ,每 加 一 种 试剂 均 需 彻底 摇 勾 ,在 
室温 下 将 所 有 试管 放置 20 分 钟 , 然 后 于 660nm 下 调整 分 光 光 度 
WE BHI Asso. 

2. 单 磷 酸 酯 的 酶 促 水 解 

取 试 管 编号 ,1 一 18 号 ,向 各 管 加 1. 0ml 含 Mg 缓冲 液 , 再 按 
下 表 加 各 种 潜在 底 物 2. 0ml。 


试管 编号 待 加 溶液 ( 底 物 ) 
1 水 (作为 无 底 物 对 照管 ) 
3,4 2'-AMP 

556 3'-AMP 

7,8 5'-AMP 

9,10 : 5'-UMP 

13,12 6'-dTMP 

13,14 葡萄 糖 -6- 磷 酸 
15,16 葡萄 糖 -1- 磷 酸 
17,18 5'-ATP 


向 各 奇数 编号 试管 加 1. Omi 水 ,这 些 作为 无 酶 对 照 ; 向 各 偶 
数 编号 试管 加 1. 0ml 预 冷 的 稀释 蛇毒 液 。 

将 所 有 试管 于 室温 放置 30 分 钟 , 然 后 加 1. Om! 1. 8mol/L 
H2SUs ,终止 酶 反应 ,准备 进行 磷酸 分 析 。 立 即 取 1. 0ml BRE 
液 和 1.0ml 还 原 剂 加 入 到 各 管 中 , 每 加 一 种 试剂 均 需 彻底 揪 匀 ， 
再 于 室温 放置 20 分 钟 , 最 后 于 660nm 下 读 各 管 的 Asso(1、2 号 为 
空白 对 照 )。 

3. FF BR AY BR 7k 
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取 2 支 试 管 各 加 3. 0ml 水 ,向 第 一 支 试管 加 1. Omi 5'-AMP 
溶液 ,向 第 2 支 试 管 加 1.0ml 5'-ATP, 再 加 120ml 1.8mol/L 
H:SO,, 混 匀 ,将 两 支 试 管 在 沸水 浴 中 保温 10 分 钟 , 取 出 试管 后 置 
于 盛 有 冷水 的 烧杯 中 冷却 到 室温 。 加 1. 0ml ARBA 1. Om! 还 原 
剂 , 同 前 操作 ,放置 20 分 钟 后 测 Aseo。 


四 、 计 算 

以 Also 对 溶液 中 无 机 磷 量 (pmol Pi/ml) 作 标准 曲线 图 。 

在 步骤 2 中 的 Aieo 要 作 校 正 , 有 两 个 空白 管 可 用 ,因为 蛇毒 液 
中 也 有 无 机 磷 存 在 的 可 能 。 


五 .思考 题 

i. Si 2 Sp +8; 

2. WA 5'-AMP 的 水 解 为 基点 ,计算 每 分 子 ATP 中 的 酸 不 稳 
定 磷 酸 基 团 数 目 。 

3. DA Be RR AT HE OT TBE BR EMR GTA 
样 的 结论 ? 

4. 假若 以 蛇毒 磷酸 酯 酶 水 解 程度 最 高 的 化 合 物 为 最 适 底 物 ， 
Pfs FE AY We ae We WR BG BAY EO 40 fey] CLA pmol/min/mg & A #”m )? 


实验 三 十 三 ” 碱 性 磷酸 酯 酶 的 
定性 实验 


一 .原理 

Bai HE BE WO WG BE 7k EE A Ht ee. 其 作用 pH 值 
在 碱 性 范围 内 ,对 热 较 稳 定 。 

该 酶 的 亚 基 分 子 量 在 40000 左右 ,可 形成 二 聚 体 或 四 聚 体 , 单 
体 无 活性 .分 子 中 含有 的 锌 原子 是 维持 其 活性 所 必需 的 , 属 丝氨酸 
酶 类 。 金属 整合 剂 可 去 除 锌 离子 而 使 酶 失 活 ,该 酶 在 6mol/L 尿素 
存在 下 ,被 硫 醇 作 用 产生 可 逆 变 性 。 一 些 金属 离子 如 Mg2+ \Mn?*, 
Ca2* .Zn2#+ 等 对 酶 有 激活 作用 ,和 氰 化 物 和 焦 磷 酸 盐 是 其 抑制 剂 。 

本 实验 以 酚 酰 三 磷酸 为 底 物 ,经 该 酶 水 解 可 释放 出 酚 本 ,而 酚 
本 在 碱 性 环境 中 呈 红 色 , 极 易 肉 眼 观察 .实际 测 活 时 常用 对 硝 基 酚 
磷酸 作 底 物 进行 比 色 测定 。 


= it Fl 

Be WR th RW wh MK (pH10):5. 8 g Na.CO, 和 3. 8g NaHCO. F 1 
Ft 2 VK 

fa HE We Ae RB HS YR 10mg 酶 溶 于 10ml 缓冲 液 中 ,新 鲜 配 制 。 

含 抑制 剂 的 酶 液 :240mg FFARR AYA T 4ml 新 配制 的 酶 液 
(抑制 剂 浓度 为 0. 2mol/L)。 

酚 栈 二 磷酸 溶液 (0.1mol/L):280mg YF 5nil 缓冲 液 中 ,新 
鲜 配 制 。 
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激活 剂 :2mol/L 乙酸 镁 ,2g 乙酸 镁 ( 含 4 分 子 结 晶 水 ) 用 5 ml 
缓冲 液 溶解 即 成 。 

抑制 剂 :2mol/L 合 榜 酸 钠 溶液 ,将 3g FERRARO ml & 
冲 液 。 


三 、 操 作 方 法 
1. 取 5 支 大 试管 (24mm X 150mm) KF KMiRA : 


管 号 1 2 3 4 - 
缓冲 液 (ml) 10 9 9 8 到 
激活 剂 (ml) = 1 By 1 “a 
抑制 剂 ats j 
Lo ee es 
ee ee a 
Srp: : 1 1 1 1 


注 : 反 应 中 3,4,5 号 试管 所 加 的 酶 液 应 进行 预 处 理 ,10ml 酶 液 各 取 2ml 
均 各 装 人 一 透析 袋 中 ,密封 两 端 进行 透析 。 其 中 一 个 透析 袋 置 于 沸水 浴 中 透 
析 10 分 钟 ,冷却 后 置 于 5 号 管 中 。 


四 、 结 果 处 理 
按照 表格 内 容 反 应 后 记录 下 各 试管 的 颜色 ,解释 原因 。 


五 ` 思 考题 
1. 说 明 激活 剂 和 抑制 剂 的 概念 和 分 类 。 
2. 实验 中 管 1,4,5 各 有 何 用 意 ? 
BY : 2 OT Se AY Ah BB 
(1) 8} EHTS BY MA i KK BE (— RA 10~20cem) ; 
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(DEAE 2%RRAWA lmmol/L EDTA BRP AH 10 
分 钟 ; 

(3) ZE ARAB KP RE BAT R ; 

(4) ERIK PA 10 分 钟 ,冷却 后 贮 放 在 5 "C ,一 定 要 使 透析 
袋 经 常 浸 没 在 水 中 ; 

CMW MAG KRG WH. Rem 
袋 。 
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买 验 三 十 四 ” 硫 醇 生日 梅 和 天 冬 氨 酸 
3 BRN AS ll 


一 、 原 理 

蛋白 水 解 酶 类 可 分 为 四 类 :丝氨酸 蛋白 酶 、 硫 醇 蛋 白 酶 、 天 冬 
氨 酸 蛋白 酶 和 金属 蛋白 酶 。 它 们 水 解 底 物 的 速率 取决 于 被 水 解 肽 
键 的 N- 侧 和 C- 侧 氨基 酸 的 理化 性 质 。 | 

丝氨酸 蛋白 酶 的 特征 是 其 活性 部 位 有 高 活泼 性 的 丝氨酸 残 基 
存在 ,该 丝氨酸 可 与 有 机 磷 化 合 物 ( 如 DFP、 二 异 丙 基 氟 磷酸 ) 形 
成 共 价 键 而 引起 不 可 逆 抑 制 。 ， 

硫 醇 蛋白 酶 的 特征 是 活性 中 心 的 硫 醇 基 的 存在 ,该 硫 醇 基 可 
与 烷 基 化 试剂 ,如 碘 乙 酰胺 ,形成 共 价 键 而 引起 不 可 逆 抑 制 。 

天 冬 氨 酸 蛋白 酶 的 特征 是 两 个 活性 部 位 的 天 冬 氨 酸 残 基 的 存 
在 ,其 一 可 被 活性 专 一 的 重 氮 化 合 物 所 标记 , 另 一 个 可 被 环 氧化 合 
物 所 标记 。 不 管 其 中 哪个 残 基 被 标记 均 会 引起 失 活 。 这 类 蛋白 酶 
的 大 多 数 ( 不 是 全 部 ) 具 有 非常 低 的 最 适 pH ACG BAM). i 
以 以 前 也 叫做 酸性 蛋白 酶 。 

金属 蛋白 酶 的 特征 则 是 有 重金 属 离子 直接 参与 了 催化 过 程 。 
鳌 合剂 可 使 这 类 酶 的 活性 丧失 。 

本 实验 是 基于 以 下 原理 进行 的 。 正 常情 况 下 酷 蛋 白 〈 牛 奶 中 
的 主要 蛋白 成 分 ) 是 以 分 子 团 存 在 的 ， 用 适当 的 蛋白 酶 对 其 进行 
消化 ， 栈 蛋白 则 可 释放 出 糖 多 肽 而 使 自身 的 分 子 团 稳定 性 遭 到 破 
坏 。 被 消化 了 的 酷 蛋 白 分子 凝 聚 成 较 大 的 块 ， 最 终 形成 凝 乳 。 不 
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it, 牛奶 的 凝 块 过 程 只 能 被 某 些 蛋白 酶 所 揭示 ,如 硫 醇 蛋白 酶 : 
未 瓜 蛋 白 酶 和 菠萝 蛋白 酶 ;天 冬 氨 酸 蛋白 酶 ; 胃 和 蛋白 酶 和 精液 酸 
性 蛋白 酶 。 本 实验 利用 牛奶 凝结 分 析 来 研究 菠萝 汁 的 菠 葛 蛋白 
酶 的 可 逆 性 抑制 与 不 可 逆 抑 制 ;人 精液 酸性 蛋白 酶 的 激活 和 失 活 ， 
以 及 研究 肉松 中 蛋白 酶 活性 的 存在 。 


二 .试剂 

天 然 牛 奶 和 低 脂 牛奶 新鲜 菠 葛 ,肉松 ` 人 精液 或 精子 、 含 酶 片 
剂 ; 

0.5 mol/L 醋酸 钠 缓 冲 液 ,PH5. 5; 

0. 2 mol/L -¥ REA RMI RM 0.2 mol/L RELMAMRWR HS 
水 溶液 ; 

0.2 mol/L EDTA 二 钠 盐 溶液 ; 

0.05 mol/L AZ, Rak BZ, BERK ; 

0.05 mol/L HgCl,; | 

0.25 mol/L NH,OH; 

0.25 mol/L HCI; 

HR JE DEA. Bb AL. ESE ETT. 


三 、 操 作 方 法 

1. 材料 处 理 

JU 新 鲜 菠 葛 汁 的 制 取 : 将 30 TEE BR AE He 
Fe, Br AS PE TT ERIC ARR OAH BEY HR: KK 10 克 肉 松 置 于 量 
简 中 ,再 加 蒸馏 水 使 其 体积 到 20 毫升 ,充分 混 匀 ,然后 放置 , 弃 沉 
证 ,上 清 液 作为 酶 贮存 液 保存 。@@ 人 精液 的 处 理 : 用 7 倍 体积 的 蒸 
馏 水 将 精液 稀释 , 作 酶 贮存 液 。@ 含 酶 片 剂 的 处 理 : 取 一 粒 片 剂 于 
研 钵 中 ,加 7ml 水 , 碾 匀 ,然后 将 其 转移 到 离心 管 中 离心 或 放置 ， 
上 清 液 即 为 酶 贮存 液 。 

2. 分 析 方 法 
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(1) 凝 块 形 成 的 肉眼 观察 法 : 取 0.5 ml 酶 液 于 试管 中 ,再 按 规 
定 步骤 温 育 。 加 5 ml 的 天 然 牛 奶 或 低 脂 牛奶 溶液 , 混 匀 。15 分 钟 
后 ,缓慢 倾斜 试管 ,注意 观察 粘度 的 明显 增加 "以 此 来 检查 半 固 体 
凝 块 的 形成 。 

《2) 凝 块 形 成 的 分 光 光 度 测 量 法 :稀释 的 牛奶 底 物 反应 液 按 下 
述 步 又 准 备 。 先 用 0. 5 mol/L 醋酸 钠 溶 液 (pH5.5) 制 成 0.1 mol/L 
的 缓冲 液 ,在 98ml 的 0. Imol/L 醋酸 钠 溶 液 中 加 人 .2ml 低 脂 奶 
液 , 此 过 程 要 缓慢 ,使 后 者 充分 地 弥散 。 每 次 测定 时 * 取 该 稀释 的 底 
swe 4. 5ml 于 比 色 杯 中 ,并 以 此 液 作 空白 进行 调 零 点 ,波长 选 ， 
用 500nm, 以 加 入 0. 5ml 预 温 育 的 酶 液 到 空白 体系 时 作为 零点 开 
- 始 计 时 , 记 下 该 波长 (500nm) 条 件 于 的 光 吸 收 值 达 0. 30 时 的 时 间 ， 
(t) ,活力 用 1/t 表示 。 为 了 节约 时 间 , 如 果 酶 液 在 5 分 钟 内 的 反应 
后 , 光 吸 收 值 没 有 达到 0. 30, 可 看 做 活力 为 零 。 

3. 菠 梦 和 蛋白酶 浓度 影响 实验 

(DR 6 支 试管 编号 ,在 管 1 和 管 2 中 二 0.5 ml 菠 葛 蛋白 
酶 贮存 液 , 在 管 2 到 管 6 的 5 支 试管 中 加 和 10.5 ml 水 ,将 2 号 管 ， 
混 匀 后 转移 0.5ml 到 3 号 管 中 , 再 将 3 号 管 混 匀 并 转移 其 中 的 
0. 5ml 到 4 号 管 中 。 按 此 方法 一 直到 第 6 号 试管 ,最 后 将 6 号 管 中 
的 0. 5ml 弃 去 不 要 。 这 样 6 支 试管 中 的 酶 液 浓度 依次 是 1,172， 
1/4,1/8,1/16 和 1/32. 

按 前 述 的 分 析 方 法 ,以 空白 管 作 零 ， 对 每 支 试管 中 的 酶 活力 进 
行 测定 。 记 录 下 结果 ,如 果 用 分 析 方 法 (1), 结 果 用 -十 :或 -一 号 表 
示 凝 块 形成 是 否 ;如 果 用 分 析 方 法 (2) ,结果 以 Asw 王 0.30 的 所 需 
时 间 (t) ( 秒 ) 来 表示 。 

462) 实验 结果 和 思考 题 

中 试验 结果 只 
管 号 SAF 1 2 3 4 5 6 
酶 浓度 0 1 1/2 DJ 
底 物 按 前 述 加 入 牛奶 底 物 , 温 育 


分 析 法 (1) 
-分析 法 (2) 的 时 间 (t) 


G@) 用 分 析 法 (1) 时 能 给 出 “十 ?结果 的 最 大 酶 稀释 度 是 多 少 ?如 
果 试 管 温 育 时 间 为 30 分 钟 ,你 预计 将 会 出 现 什 么 样 的 结果 ? 

图 用 分 析 方 法 (2) , 酶 活力 (1/ 秒 - 蕊 对 酶 浓度 作 图 ,所 得 图 是 
否 为 直线 ? 请 解释 。 

人 弗 若 在 奶 液 中 加 醋 则 会 产生 沉淀 ,为 什么 ?你 的 试验 中 看 到 的 
凝 块 现象 是 因为 酶 作用 的 结果 还 是 因为 菠 葛 汁 的 酸 作 用 结果 ? 
果 是 前 者 ,你 怎样 用 一 简单 试验 证 实 之 ? 

4. 菠萝 汁 中 硫 醇 蛋白 酶 的 抑制 实验 

(1) 根 据 实 验 3 中 的 结果 ,选择 一 个 适当 的 酶 浓度 用 于 本 实验 
的 操作 取 6 支 试管 ;加 入 0.5 ml 适当 浓度 的 酶 液 ,然后 在 管 1 和 
管 2 中 加 0. 1ml 的 水 ,在 管 3 和 管 4 中 加 0.1ml 的 0.05mol/L 
HgCl, ,在 管 5 和 管 6 中 加 0.1ml 0. 05mol/L MA RBR. HA. 
保温 10 分 钟 : 再 向 偶数 号 试管 中 加 入 0.4ml 的 水 ,向 奇数 号 试管 
中 加 入 50. 2ml 的 0. 2mol/L EDTA # 0. 2ml J 0. 2mol/L 半 胱 氮 
RAM HAIMA 15 分 钟 , 最 后 按 前 述 分 析 方 法 测定 每 支 试 管 中 
的 凝 块 活力 ， 

《2) 实 验 结 果 处 理 及 思考 题 

~@HgCl, 四 抑制 是 不 是 可 逆 的 ? 
请 解释 。 

DAZ AED Th RA ME TNR Tw 
请 解释 : 

G) 菠 葛 汁 中 的 蛋白 酶 活力 是 否 有 部 分 非 活 性 状态 存在 ? 

5. 精液 中 酸性 蛋白 酶 的 激活 与 抑制 实验 
2 人) 取 7 文 试管 ,向 其 中 各 管 加 入 稀释 8 倍 的 精液 0.5ml, 向 1 
号 管 中 加 0. 1ml 水 ,向 2,3 和 4 号 管 加 0:25molZ HCl 0. 1 ml (ffi 
其 终 'pH AA 2.5), & 5 ME 6 PH 0.1 ml 的 0.25 mol/L 
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NH,OH (使 其 终 pH AW 9), 7 中 加 0.1 ml fH 0. 2mol/L 半 
胱 氨 酸 和 0. 1 ml AY 0.2 mol/L EDTA, #4,.48F 1074.51 
3 中 加 0. 3 ml 的 0.25 mol/L NH.OH (使 其 终 pH 4W 9), 
管 4 中 加 0. 2ml 的 0.05mol7L 碘 乙 酸 , 向 管 5 PHO. 4ml A O. 25 
mol/L HCI 使 其 终 pH 约 为 .2. 5) 最 后 向 每 支 试管 补足 水 ;使 其 
终 体积 为 1.0 ml, 播 勺 , 温 育 15 分 钟 , 最 后 向 每 支 试管 加 025 ml © 
的 0.5 mol/L 栈 酸 钠 缓 冲 液 (pH5.5), 并 测定 凝 块 活力 。 

《2) 实 验 结果 及 思考 题 

四 精液 中 含 装 划 蛋白酶 样 的 硫 醇 蛋白 酶 还 是 含 髓 蛋白 栈 样 的 
EAM? 请 解释 。 

@ 精 液 中 的 蛋白 酶 是 以 非 活性 状态 存在 四 ?如 果 是 ,怎样 被 激 
活 ? 
@@ 非 活性 态 酶 和 活性 态 酶 是 怎样 反映 碱 性 条 件 的 ? RE. 
则 你 的 试验 表明 精液 中 只 有 单一 类 型 的 蛋白 酶 存在 吗 ? 
6. 商品 中 蛋白 酶 活力 的 存在 实验 
1) 取 5 支 试 管 , 各 加 0. 5ml 的 酶 贮存 液 ( 每 种 商品 均 做 一 次 
测试 )。 回 管 荆 中 加 0.2ml 水 , 回 管 2 中 加 0.1ml 的 0.2molLD 半 
胱 氨 酸 和 :0:.1 ml 的 0.2 mol/L EDTA, fi & 3 $A 0.2 ml 的 
0.05 mol/L 碘 乙 酸 ,向 管 4 中 加 0.15 ml 的 0.25 mol/L HCl (& 
pH 约 为 2), 向 管 5 中 加 0.15 ml & 0. 25 mol/L NH,OH (& pH 
约 为 9), 摇 匀 温 育 15 分 钟 ,再 向 每 支 试管 加 0:5m 的 0.5mol/L 
醋酸 钠 缓 冲 液 (pH5.5), 并 测定 各 管 的 凝 块 活力 。 

(2) 实 验 结果 到 思考 题 

中 何 种 样品 中 含 菠 昔 蛋白酶 型 的 硫 醇 和 蛋白酶 ? 请 解释 。 ER 

以 活性 状态 或 是 非 活性 状态 存在 。 

色 ) 何 种 样品 中 含有 与 骨 和 蛋白 酶 行为 相似 的 和 蛋白酶 ?请 解释 .又 
以 何 种 状态 存在 ? 你 能 用 什么 实验 证 实 该 蛋白 酶 属于 天 冬 氨 酸 蛋 
白 酶 还 是 属于 酸性 和 蛋白酶 ? 

他 何 种 样品 没有 凝 块 活力 ? .你 能 得 出 它 不 含 蛋白 酶 这 样 的 结论 吗 ? 
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实验 三 十 五 “从 鸡蛋 清 中 制备 溶菌 酶 


—. FE 3 

溶菌 酶 (E.C. 3. 2.1.7) 是 糖苷 水 解 酶 ,由 129 个 氨基 酸 残 基 
组 成 ,在 蛋清 中 其 含量 丰富 ,从 一 个 鸡蛋 中 可 获得 20mg 左右 的 冻 
于 酶 。 在 蛋清 中 除 溶 菌 酶 以 外 还 有 其 它 许 多 和 蛋白质, 但 溶菌 酶 有 两 
个 显著 的 特点 :一 是 具有 很 高 的 等 电 点 ,pI 王 11.0, 二 是 其 分 子 量 
低 ,Mr 王 14.6X10 ,人 和 借 此 可 以 将 它 从 蛋清 中 很 容易 地 分 离 出 来 。 

溶菌 酶 之 所 以 溶菌 ,是 因为 它 能 催化 革 兰 氏 阳 性 细菌 的 细胞 
壁 肽 聚 糖水 解 , 见 下 图 : 


CH20H 


7 
CH3;CHCOO ~ 


hy 
CH;CHCOO™ 
NAG NAM NAG NAM 


测定 溶菌 酶 活力 时 ,可 用 某 些 细菌 细胞 壁 作 底 物 ,以 单位 时 间 内 被 
它 水 解 的 细胞 壁 的 量 表示 酶 活力 的 大 小 。 
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二 、 试 剂 

鸡蛋 , 微 球 菌 (M. lysodeikticus ) 

0.1 mol/L Gly-NaOH & ?##¥& (pH 10. 0) 

& 0.5 mol/L NaCl f§ 0. 1 mol/L Gly-NaOH & *##¥ pH10. 0 
0.1 mol/L 磷酸 盐 缓 冲 液 ,pH6. 24 

CM- 纤 维 素 

Lowry 试剂 (参见 实验 16) 

小 层 析 柱 (1X15cm) 


三 、 操 作 步 又 

1. 从 鸡蛋 清 中 分 离 溶 菌 酶 

蛋清 用 纱布 过 滤 后 , 取 20ml' 用 0. 1 mol/L H AM-NaOH 组 
冲 液 (pPH10. 0) 稀 释 5 FF. 

(1) 1 2 it HE AY HE EEF) He RHP OB EER 
孔 , 从 中 放出 蛋清 即 可 )( 和 蛋清 的 pH 不 得 低 于 pHs. 0, FWA fe 
FD , 慢 慢 搅 拌 几 分 钟 , 然 后 用 纱布 过 滤 以 去 除 卵 带 或 碎 蛋 壳 ? 量 出 
蛋清 体积 并 记录 。 

(2) 对 一 只 和 蛋 来 说 分 离 溶 菌 酶 已 足够 , 层 析 柱 的 使 用 可 以 参考 
有 关 实 验 中 的 说 明 。 

2. Fe Ba AS AY OP OT 

(1) 蛋 白质 含量 的 测定 ,可 按 Lowry 法 进行 ,为 了 分 离 过 程 中 
的 监测 方便 也 可 采用 紫外 法 ,但 因为 溶菌 酶 中 的 色 氨 酸 相 对 含量 
高 且 分 子 量 小 , 故 溶菌 酶 的 下 央 一 26.4, 而 BSA 的 E 洋 二 6.2, 因 此 
在 用 280nm 测定 时 ,溶菌 酶 对 标准 牛 血清 白 蛋 白 来 说 应 有 一 个 系 
MX 4。 

(2) 溶 菌 酶 活力 测定 : 取 干 菌 粉 (M. Lysodeikticus) FA 0. 1 
mol/L 磷酸 缓冲 液 配制 (pH6: 24), LA 20mg 干粉 上 00ml AA It 
时 悬浮 的 光 密 度 值 应 在 0.5 一 0.7 范围 内 。 
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: 
取 于 酶 粉 用 0.1 mol/L BR th BW wh MR (pH6. 24) He M 
 1Img/ml, 


留 出 样品 (Fo。) 
-用 以 测定 总 蛋 
白 和 酶 活力 


加 入 2g 干 CM- 纤维 素 ,搅拌 15 分 钟 以 吸附 溶菌 酶 


将 该 悬浮 液 于 1500 X g 离心 5 分 钟 


hie FD 含 溶菌 酶 的 纤维 素 沉 演 
〈 含 除 溶 菌 酶 外 


BP a ) 用 20ml 甘氨酸 缓冲 液 洗涤 ; 同 前 述 离心 


Ef CF.) 再 用 10ml 缓冲 液 悬 浮 纤维 素 沉淀 ， 
然后 装 入 lem 直径 的 层 析 柱 


用 甘氨酸 缓冲 液 洗 柱 , 直 到 没有 有 蛋白质 流出 为 止 


ii 


柱 层 析 流 出 液 (F:) 用 含 0. 5mol/L NaCl 的 0. lmol/L 
甘氨酸 -NaOH 缓冲 液 (pPH10.0) Be Me 


| 


Be At HR CFS) 
《此 即 纯 化 的 溶菌 酶 ) 


将 酶 液 和 底 物 悬 液 分 别 置 于 25"C 水 浴 中 保温 10 一 15 分 钟 ， 
然后 吸取 底 物 悬浮 液 3ml 置 比 色 杯 中 , 比 色 测定 Aiso, 此 时 为 零 时 
读数 ,然后 加 大 酶 液 0.2mlGl0wg 酶 ) ,迅速 摇 匀 ,从 加 入 酶 液 起 计 
时 ,每 隔 30 秒 测 一 次 Ais, 共 测 3 次 (90 BH). 

酶 活力 的 定义 为 :每 分 钟 Al 下降 0.001 为 一 个 活力 单位 
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(25 °C, pH6. 2). 

计算 : 

每 mg 酶 的 活力 数 一 ( 零 时 Al 一 60 秒 Ais) ae eX 
1000 i , 

(3) 所 获得 的 纯化 溶菌 酶 也 可 用 其 它 方法 加 以 验证 :如 等 电 聚 
焦 电 泳 法 和 SDS-PAGE 法 。 


四 、 结 果 处 理 


蛋白 质 回收 率 MAA 回收 率 比 活力 


组 分 (mg) (%) (单位 ) (%) 


F, 

F, 

F; 

F, 
总 回收 量 
起 始 总 量 (Fo) 
回收 率 c% 


附 : 艳 红 K-2BP 标记 溶性 微 球 菌 
M. lysodeikticus 的 制备 

1. 菌 体 的 培养 与 收集 : 取 菌 种 Micrococcus lysodeikticus 634, 
接种 于 肉 汤 培 养 基 (牛肉 襄 0.5%、 和 蛋白 肪 1.0%. NaCl0. 5%. 
Ag 2.5%、pH7. 5, 压 力 为 103. 4kPa, 灭 菌 15 分 钟 )。37 "C 培 养 48 
一 72 小 时 后 收集 菌 体 , 先 用 蒸 馆 水 后 用 丙酮 反复 洗涤 ,最 后 用 乙 
醚 处 理 , 可 得 到 干燥 菌 体 。 

2. 艳 红 K-2BP 标记 溶性 微 球菌 M. lysodeikticus: RF RAK 
5 克 , 加 入 50 毫升 1.25 mol/L NaOH, 再 加 2.5 克 活 性 染料 艳 红 
K-2BP( 上 海 染 化 八 厂 生 产 ) 抄 拌 均匀 ,于 25 "C 水 浴 放 置 24 小 时 
进行 染色 后 ,3000rpm 离心 10 分 钟 收 集 红 色 菌 体 。 染 色 菌 体 反 复 
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用 蒸 馅 水 洗涤 并 离心 ,以 尽量 除去 未 参加 反应 的 游离 染料 ,必要 时 

再 用 强 碱 性 711 树脂 在 搅拌 下 进行 处 理 ( 树 脂 处 理 成 Cl- 型,pPH7， 
树脂 的 湿 重 量 约 为 染色 菌 体 的 50 倍 ) ,除去 未 能 洗 尽 的 游离 染料 ， 

反复 处 理 直 至 上 清 液 无 色 。 由 此 得 到 净化 的 染色 菌 体 , BRAT 
0. 5mol/L,pH6. 5 磷酸 盐 缓 冲 液 内 , 制 成 浓度 为 1% 的 底 物 溶液 。 

”或 者 将 染色 菌 体 冻 于 或 制 成 丙酮 粉 , 使 用 时 再 用 友 酸 盐 缓冲 液 配 
制 。 
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实验 三 十 入“ 杀 和 层 析 法 分 离 
SLi See 


es = 二 -- 

亲 和 层 析 (affinity chromatography) 是 在 一 种 特制 的 具有 专 
一 吸附 能 力 的 吸附 剂 上 进行 的 层 析 。 又 称 为 功能 层 析 (function 
chromatography)、 选 择 层 析 (selective chromatography) 和 生物 专 
一 吸附 (biospecific absorption) 。 生 物 大 分 子 具 有 与 其 相应 的 专 一 
分 子 可 逆 结 合 的 特性 ,如 酶 的 活性 中 心 或 别 构 中 心 能 通过 某 些 次 
级 键 与 专 一 的 底 物 、 抑 制剂 、 激 活 剂 和 辅助 因子 相 结合 ,并 且 结 合 
后 可 在 不 丧失 生物 活性 的 情况 下 用 物理 或 化 学 的 方法 解 离 。 生 物 
大 分 子 和 配 基 之 间 形 成 可 解 离 的 络 合 物 的 能 力 称 为 亲和力 ,抗体 
与 抗原 .激素 与 其 受 体 、 核 糖 核酸 与 其 互补 的 脱氧 核糖 核酸 之 间 均 
具有 这 种 类 似 的 亲 和 结 合 特性 。 根 据 这 些 生 物 分 子 间 的 可 逆 的 结 
合 和 解 离 原理 ,建立 和 发 展 了 亲 和 层 析 。 首 先是 层 析 柱 的 准备 ,如 
将 酶 的 底 物 或 抑制 剂 ( 称 其 为 配 体 ) 与 固体 支持 物 ( 称 之 为 载体 ) 通 
过 化 学 方法 连接 起 来 便 制 成 了 专 一 吸附 剂 ,然后 将 吸附 剂 装 人 柱 
中 ,再 将 含 酶 样品 溶液 通过 该 层 析 柱 ,在 合适 的 条 件 下 该 酶 便 被 吸 
附 在 层 析 柱 上 ,而 其 它 蛋 白质 不 被 吸附 而 全 部 通过 柱 流出 ,最 后 将 
该 柱 用 合适 的 缓冲 液 洗 脱 , 该 酶 又 被 解 离 而 被 淋 洗 下 来 ,收集 流出 
液 可 得 到 该 酶 的 纯 品 。 

亲 和 层 析 的 吸附 剂 制备 应 注意 以 下 几 个 问题 :中 选择 合适 的 
配 基 , 这 是 实验 成 败 的 关键 。 名 载体 的 选择 ,目前 有 琼脂 糖 凝 胶 和 
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交 联 琼脂 糖 凝 胶 、 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 、 葡 聚 糖 凝 胶 、 聚 丙烯 酰胺 -琼脂 
糖 凝 胶 (GCA 六 纤维 素 和 多 孔 玻 璃 等 载体 种 类 ,其 中 较为 理想 和 
广泛 使 用 的 是 珠 状 琼脂 糖 。@) 将 载体 活化 。 匈 配 基 和 活化 载体 进 


行 偶 联 反应 形成 共 价 键 ,从 而 使 配 基 接 到 载体 上 .。 由 于 载体 性 质 不 


同 , 活 化 和 偶 联 方法 也 不 同 。 多 糖 类 载体 亲 和 吸 附 剂 的 制备 方法 
有 : 溴 化 氢 活 化 及 偶 联 法 、 双 环 氧 活 化 及 偶 联 法 和 高 碘 酸 盐 活 化 及 
偶 联 法 。 聚 丙烯 酰胺 载体 的 酰胺 键 活化 方式 有 :羧基 衡 生 物 、 栈 及 
入 生物 和 和 氮 乙 基 和 生物 的 产生 ,然后 再 连接 配 基 。 

亲 和 层 析 的 主要 影响 因素 有 :样品 体积 、 柱 流速 和 温度 。 

其 应 用 范围 很 广 * 如 酶 和 抑制 剂 的 纯化 ` 抗 原 和 抗体 的 纯化 、 
结合 蛋白 的 纯化 、 激 素 受 体 的 纯化 以 及 分 离 纯化 细胞 等 。 

乳酸 脱 氢 酶 (CDH) 是 催化 丙酮 酸 和 乳酸 可 逆转 换 的 酶 , 属 四 
聚 体 酶 ,每 个 四 聚 体 都 是 由 两 个 亚 基 类 型 (M 和 了 百 型 ) 的 不 同 组 
合 总 共 形 成 五 种 同 功 酶 (MI MsHIHM、MHH) ,它们 的 电泳 
行为 彼此 不 同 ,LDH 的 活性 可 以 通过 丙酮 酸 的 减少 或 乳酸 的 产生 
而 测定 ,但 这 些 物质 的 测定 既 繁琐 又 困难 ,所 以 一 般 都 是 利用 另 一 
种 更 方便 的 方法 , 即 辅 底 物 NAD+/NADH 的 测定 ,在 340nm 下 
NAD(P)H & B® 75 3618 = 6. 22 X 10° (1em 光 径 ) ,而 同样 情况 下 
NAD(P)* RA 61K AT A RAR iP. ERR S AY AO OP BT AT AB 
是 基于 这 个 道理 而 进行 快速 而 灵敏 的 比 色 分 析 的 。 

本 实验 是 这 样 安排 的 :在 鸡 胸 肌 中 含有 丰富 的 LDH, 其 抽 提 
物 可 用 亲 和 层 析 柱 分 离 纯化 .该 柱 用 琼脂 糖 作 层 术 基质 ,在 琼脂 糖 
上 共 价 连接 有 Cibacron 蓝 ,FeGA ,也 叫 艇 活性 蓝 ', 该 配 体 与 吡啶 
核 六 酸 的 形状 和 电荷 性 质 类 似 , 因 此 它 作 为 固定 组 分 与 核 苷 酸 互 
补 , 在 其 周围 被 酶 的 工 核 苷 酸 缝 除 所 覆盖 。 就 这 样 , 酶 就 被 固定 在 
柱 击 ,而 缺乏 这 种 构象 特 征 的 蛋白 质 则 流 走 。 随 后 酶 的 释放 可 以 用 
盐 梯 度 或 适当 高 浓度 的 NADH 溶液 来 完成 。 

用 这 种 亲 和 层 析 法 可 以 非常 快 地 获得 高 度 纯 化 的 LDH, 整 个 
计划 的 进程 可 以 用 各 部 分 的 酶 活性 测定 来 监测 * 再 测定 各 组 分 的 

139 


蛋白 质 含量 就 可 以 知道 产物 的 比 活力 。 最 后 酶 纯度 (均一 性 ) 可 用 ， 
凝 胶 电 脉 法 检查 ,也 可 用 免疫 扩散 或 ELISA 法 检查 ;该 产物 可 用 
于 后 续 的 实验 。 


二 、 试 剂 

l. 亲 和 层 析 用 

20 mmol/L Tris-HCl 缓冲 液 (PHS8. 6) | 

活性 蓝 - 琼 脂 糖 

20 mmol/L Tris-HCl,pH8. 6, 内 含 lmmol/L PREAH 

20 mmol/L Tris-HCl, pH8. 6, A @ Immol/L 仓 琉 基 忆 醇和 
Immol/L 葵 甲 基 磺 酰 氟 

20 mmol/L Tris-HCl,pH8.6, 内 含 0.5mmol/L PH #2 
和 lmmol/L F7LRE# 

10 mmol/L Tris-HCl,pH8: 6,4 & 0-5mmol/L §-#H#Z EB 

10 mmol/L Tris-HCl, pH8. 6, A @& 0. 5mmol/L ne 
和 lmmol NADH 

2.LDH 活性 测定 用 

10 mmol/L Tris-HCl,pH8.6,A& 99mmol/L 乳酸 锂 

10 mmol/L Tris-HCl,pH8.6,A@ 0. 7mmol/I. NAD* 

500 mmol/L NaCl, A & 18mmol/L NaHCO; 


三 、 操 作 方 法 | 4 

1. 鸡 胸肌 抽 提 物 的 制备 

取 鸡 胸 且 去 皮 , 剪 碎 于 低温 下 研磨 两 次 ', 用 了 .5 倍 体积 的 预 冷 
液 20mmol/L Tris-HCl, pH8.6, A & lmmol/L # # ZH A 
Immol/l. PMSF 悬浮 该 肉麻 ,于 4C 搅 拌 1 小 时 进行 抽 提 。 然 后 用 
双 层 干 酷 布 过 滤 ,将 滤液 手 10000Xg 离心 由 5: 分钟 , 倒 出 的 主 清 液 
再 重复 离心 一 遍 , 最 后 的 上 清 液 可 用 于 下 面 的 实验 ; 

2. 亲 和 层 析 柱 的 准备 
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所 有 用 于 层 析 的 缓冲 液 都 进行 抽 气 。 

取 一 支 10 或 12ml 的 塑料 注射 器 , 弃 去 内 部 柱 塞 ,出 口 端 安 上 
一 个 塑料 活 栓 , 向 注射 器 圆 简 下 端 插 人 一 个 合适 的 软木 塞 。 另 用 打 
孔 器 制作 一 张 具 孔 的 聚 乙烯 纸 (孔径 为 :70kmy1. 5mm 厚 ) 圆 片 , 将 
其 小 心地 放 人 注射 器 底部 ,也 可 以 代替 软木 塞 。 

将 注射 器 竖 直 放 好 ,内 部 用 约 5ml 的 Tris-HCE 缓 剖 液 
(20mmol/L ,pH8. 6) 润 湿 , 仔 细 检 查 各 部 位 ,的 无 气泡 出 现 方 可 使 
用 (和 否则 排除 气泡 )， 然后 打开 于 端的 活 栓 开 关 使 液体 滴 出 到 液 面 
刚好 到 达 软 木 塞 或 纸 片 的 上 端 为 止 。 

取 4ml HT Tris 缓冲 液 的 活性 蓝 - 琼 脂 糖 贮 存 悬 浮 液 加 入 到 
柱 内 ?使 其 沉降 ,最 后 在 于 胶 表 面 加 入 适量 的 溶液 .再 检查 一 遍 , 确 
认 在 软木 塞 上 下 , 圆 纸 片 下 或 凝 胶 内 部 没有 气泡 出 现 。 若 没有 气 
泡 , 可 用 10ml 的 20mmol/L Tris-HCl(pH8. 6), A“ 1mmol/L Fi 
基 乙 醇 的 缓冲 液 平 衡 ,流速 控制 在 大 约 lml/PH ERD ERA 
平面 低 于 胶 床 的 上 表面 。 

3. 层 析 柱 的 加 样 和 洗 脱 

取 6 一 7ml 鸡 胸肌 抽 提 物 作为 一 份 样品 ,小 心 将 5ml 加 到 柱 
的 十 端 ,此 过 程 不 能 破坏 胶 床 上 表面 (可 以 用 一 个 合适 的 滤纸 片 置 
于 胶 床 上 表面 ,减少 破坏 表面 的 危险 性 )。 sets 5ml 组 分 , 作 
Eat him thrid wa. 

(1) 55 + WK VE FAS Sm Tris-HCl Bei (A Immol/L 
Hi = CAF, Immol/L PMSF) ve MAE . ot HR SB A ot HEE BE 
脱 1 1” ER 1 "Shida Ww. 

(2) — Mk VE Hh: FAs < Sml AY lmmol/L FL RM lmmol/L 
NAD* BAR CAFS 0. Smmol/L HAE Z BAW Tris-HCl 缓冲 
We PD dE 7 HE — AE re BBE 5 He A eA 8) A Ss SE Ph 
十“ 乳酸 锂 洗 脱 液 ”, 放 置 一 边 。 

《3) 第 三 次 洗 脱 : 接 着 用 2X5ml 含 0.5mmol] Fi HZ BH 
10mmol/L Tris-HCl 缓冲 液 CPH8.6) 洗 脱 ,收集 组 分 , 标 止 “* 洗 脱 
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2,6 1", “wh 2, 管 2”, 置 一 边 。 

(4) 第 四 次 洗 脱 :最 后 用 1X5ml Tris-HCl 缓冲 液 (10mmol7L ， 
pH8. 6, @ 0. 5mmol/L 琉 基 乙醇 和 lmmol/L NADH) 洗 脱 工 DH， 
用 2X5ml 含 琉 基 乙醇 的 Tris-HCL 回收 另外 的 酶 : or 
应 含有 较 高 的 LDH 活力 。 

4. 和 蛋白质 浓度 的 测定 

(G1) 含 有 和 蛋白质 和 核 苷 酸 的 溶液 测定 法 :这 类 溶液 的 蛋白 质 浓 
度 不 能 简单 地 用 280nm 光 吸 收 测定 ,要 用 Asso / Acco Hi AER YF it 1, 
计算 。 此 法 可 用 于 含 NAD+ 和 NADH 的 洗 脱 组 分 的 测定 。 

将 各 洗 脱 组 分 分 别 于 280nm 下 测 其 Aiz, 并 作 记 录 , 注 意 各 
组 分 的 空白 对 照 要 用 对 应 的 洗 脱 缓冲 液 。 然 后 改换 波长 * 于 
260nm Pith SAA Acco FA PRAISE 

E ARK BE (mg/ml) =1. 45A 290 —0. 74A 260 

《2) 对 于 不 含 核 苷 酸 的 蛋白 质 溶液 的 测定 : 根据 经 验 下 列 两 个 
消光 值 有 助 于 测定 

e395 (I — 4K) = 10. 0 

els (44 lL LDH) =14. 9 

前 一 个 可 用 于 粗 抽 提 液 和 第 一 Cie es ja -个 值 可 
用 于 LDH 组 分 的 测定 。 

(3) 用 Lowry 法 或 Bradford 法 测定 :者 时 间 人 允许 用 这 两 种 广 
法 的 任何 二 Wagonddia bngisionds etcyaloe 
assaoeisana 

. 乳酸 脱氧 酶 活力 测 完 

ened: EA 1 个 组 分 ,准备 13 文坛 管 并 编号 ， 各 管内 
加 入 1. 4ml 乳酸 锂 50. 70ml NAD*,0. 4ml NaCl 溶液 混 匀 过 向 5 
2 号 管 加 入 10 岂 缓冲 液 ,于 340nm 调整 零点 Lie i 

接着 用 一 次 性 移 液 枪 头 吸取 待 分 析 组 分 10 风 ;次 一 余 样 品 
逐个 进行 , 混 匀 ，, 测 Aso( 尽 量 在 加 入 酶 液 后 的 工分 钟 进行 读 值 )。 
若 吸光 和 值 太 高 ,可 将 组 分 溶液 稀释 后 再 测 ,记录 结果 。 
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四 、 比 活力 计算 
活力 采用 国际 单位 表示 , 即 umol 产物 /min/mg 蛋白 质 。 计 算 
比 活力 时 要 用 和 蛋白质 含 量 ,摩尔 消光 系数 和 测 活 时 间 。 


五 实验 结果 
填 出 下 表 。 
LDH 纯化 数据 


活力 比 活力 产 率 
全 2 全 全 质 (mg/ mb 二 Oniiy (pmol/min/mg) (%) 
组 织 总 粗 提 液 
FE Mit HK 


第 一 次 洗 脱 


洗 脱 (乳酸 洗 脱 液 
Be HB 
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SW=TtC FRhSaBN#e 
Ae HY ae BR FX 


— EB 

垂直 板 型 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 是 当今 使 用 得 最 为 广泛 的 生化 
方法 之 一 ,其 原理 与 盘 状 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 一 样 。 

本 实验 是 利用 此 法 分 析 鉴 定 前 一 个 实验 中 所 分 离 到 的 LDH 
样品 ,电泳 条 件 一 个 是 使 LDH 变性 进行 电泳 , 另 一 个 则 不 然 。 染 
色 方 法 有 考 马 斯 亮 蓝 法 和 LDH 活性 染色 法 两 种 ,通过 这 两 种 染 
色 结 果 , 可 以 看 到 和 电 白 带 和 具 活 力 酶 的 位 置 ,确定 LDH 的 位 置 和 
数目 。 


二 .试剂 

用 于 非 变 性 胶 的 缓冲 液 1. 5mol/L Tris-HCL,pPH8.5 

用 于 变性 胶 的 缓冲 液 1. 5mol/L Tris-HCl, pH8. 5,0. 4% 
(W/V)SDS 

24% (W/V) i ERK (Arc), FAB KBB. A 1% CW/V) 
FAS. OA a BBE A (Bis ) 

10% (W/V )it iB 

TEMED 

电极 缓冲 液 I (10 久 中 性 胶 缓 冲 液 ):0. 5mol/L Tris-HCl + 
0.02 mol/L 甘氨酸 , 调 pH8. 3, 用 前 稀释 。 

电极 缓冲 液 工 5XSDS 胶 缓 冲 液 ) :用 500ml 电极 缓冲 液 1 
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与 50ml 的 10% (W/V)SDS 混合 ,使 终 体积 为 1 升 。 用 前 稀释 。 
非 变 性 样品 溶解 缓冲 液 : 用 0. 2mol/L Tris-HCLCPH8. 3) 配 制 
0. 005% 溴 酚 蓝 。 此 液 与 蛋白 样品 按 1: 1 混合 即 可 用 。 
变性 样品 溶解 缓冲 液 :2.5%SDS,5%B- 琉 基 己 醇 ,10 锰 甘油 
和 0.005% 溴 酚 蓝 用 0.2mol/L Tris-HCICPH8. 3) 作 溶剂 ， 本 与 
BAR MH 1: 1 混合 后 在 沸水 浴 上 加 热 2 分 钟 。 
— ROMER AM: 450ml 甲醇 与 90ml 乙酸 混合 ,加 2.5g 考 
马 斯 亮 蓝 ,搅拌 , 释 至 1 升 。 过 滤 后 可 用 。 
脱色 液 :50ml 甲醇 与 75ml 乙酸 混合 ,加 水 至 LAMM. 
LDR 制备 液 , 来 自 乳 酸 脱 氢 酶 的 亲 和 层 析 分 离 实 验 , 用 
0. 2mol/L Tris=-HCICpH8. 5) 调 整 总 蛋白 质 浓度 在 1 一 2mgyml 范 
围 。 


标准 蛋白 质 参 照 物 : 

分 子 量 pl 
磷酸 化 酶 B 97400 5. 9~6. 0 
N+ HAE A - 66200 4.5~4.6 
Pe AR BT BS 31000 6. 0~6. 5 
鸡蛋 清 溶菌 酶 17200 10.9~11.0 
LDH 活性 染色 试剂 


中 溶液 A :将 0. 15mol/L 乳酸 锂 ,1mmol/L NAD*,15mmol/L 
NaCl 和 8. 5mmol/ MgCl, 用 80mmol/L 磷酸 钾 组 冲 液 (pH7. 4) 
溶解 配制 。 

QR B: AK OM (MW =817.7),5mmol/L, AA 80mmol/L 
Be 2 FEE oh RK (pH 7. 4) Ac iil . 

(S78 wk Ct Be — FA Re i RR th (MW = 306. 3), lmmol/L, A 
80mmol/L. Be RR FFE tH YK (pH7. 4) 配 成 。 

注意 ,溶液 B 和 C 对 光敏 感 。 应 暗 处 4 5 用 前 临时 配制 ， 
混合 活性 染色 在 染色 过 程 当 中 也 需 避 光 进 


= BRIERE 

1. 凝 胶 的 制备 

将 凝 胶 模 洗 王 净 ,干燥 后 组 装 好 待 用 。 

凝 胶 液 按 如 下 配方 准备 :4. ml 缓冲 液 6 用 于 非 变 性 胶 或 变性 
Be Hil & 4) BS wR) ,6.0ml Arc/Bis ,7..6ml 水 , 混 匀 抽 所 ,加 22. 5yl 
i Gt ME Al 22. Sul TEMED, BRD, WE SUM RER TERM. 
将 该 液 倒 人 两 块 玻 板 间 的 空间 内 ,使 其 高 度 离 上 端 几 毫米 处 即 可 ， 
检查 确定 没有 气泡 存在 方 可 播 六 “梳子 ”", 若 有 气泡 可 用 细 丝 将 其 
赶 出 “梳子 ?深度 约 1. 5cm。40 分 钟 左右 凝 胶 即 可 形成 ,然后 小 心 
取出 “梳子 ”> 梳子? 齿 的 多 寡 决 定 将 来 点 样 孔 的 多 少 s 再 将 周边 的 
夹子 取 下 ,用 水 洗 净 “ 梳 子 ? 孔 和 王 边 的 凝 胶 。 最 后 按 操作 程序 小 心 
将 其 装 人 到 电泳 槽 上 ,拧紧 螺栓 ,加 电极 缓冲 液 至 合适 高 度 。 

2. 加 样 

用 天 然 样品 缓冲 液 和 变性 样品 缓冲 液 分 别 将 LDH 样品 按 
1: 1 稀释 ,根据 点 样 孔 的 多 少 决定 稀释 样品 量 。、 

用 微量 注射 器 或 移 液 枪 将 样品 加 到 凝 胶 顶 部 的 样品 槽 中 , 注 
意 要 使 枪 头 或 针头 在 电极 缓冲 液 面 之 下 , 蓝 色 样品 会 自动 沉降 到 
槽 底 。 在 不 同 的 孔 中 分 别 点 5,10;20Ul 样品 , 标准 蛋 自 混合 物 点 在 
胶 中 间 的 一 个 样品 槽 中 。 

3. 电泳 和 染色 

接 通电 源 ,注意 电极 勿 接 错 ,控制 在 20MA,70~100V, SR 
料 接 近 凝 胶 底 部 2cm 左右 时 电泳 完毕 , 拆 开 电泳 装置 ,将 凝 胶 脐 
平 放 好 ,在 两 玻璃 板 之 间 插 人 一 菏 金 属 板 将 两 玻 板 小 心 分 开 , 取 下 
一 块 玻璃 板 , 凝 胶 则 在 另 一 玻璃 板 上 ,用 合适 的 东西 在 凝 胶 的 三 多 
作 好 记号 ,以 确保 蛋白 质 泳 动 的 槽 带 顺 序 不 会 出 错 。 

用 一 薄 铲 将 凝 胶 小 心地 从 玻璃 板 上 取 下 ,将 凝 胶 转 移 人 一 大 
FIP REA) ,用 考 马 斯 亮 蓝 染 色 液 浸泡 染色 半 小 时 左右 ,但 
不 能 超过 一 小 时 ,再 用 CHsOH/Vhoac 混合 液 脱色 ，* 最 好 在 脱色 过 
程 中 置 于 慢 速 播 床 上 进行 。 
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若是 用 非 变 性 胶 分 离 样品 ,染色 处 理 略 有 不 同 , 首 先是 将 胶 用 
小 刃 片 从 胶 上 切 出 两 个 泳 动 槽 带 用 于 考 马 斯 亮 蓝 染色 ,剩余 部 分 
用 于 活性 染色 。 

4.LDH 活性 染色 

ARERR BFK AE BT MAB MDM). RA 
适 的 器 严 中 ,然后 依 序 加 下 列 溶 液 :6. 5ml 溶液 A,2.5ml 溶液 B， 
0. 25ml 洲 液 C, 将 器 严 前 后 播 动 混 匀 混合 液 ,并 浸泡 凝 胶 , 然 后 避 
光 放 置 ( 铝 销 可 折 友 覆盖)15 一 20 分 钟 ,检查 凝 胶 ,LDH WSK 
清晰 可 见 。 


四 、 实 验 结果 | 

‘1 计算 出 已 知 标准 蛋白 质 在 变性 胶 和 非 变 性 胶 中 相对 于 染 
料 的 迁移 率 , 并 画 出 电泳 结果 图 。 

2. 在 变性 胶 中 ,和 估计 主要 蛋白 带 的 分 子 量 ,将 其 与 已 报导 的 
LDH 亚 基 分 子 量 作 比 较 。 

3. 在 非 变性 胶 中 ,主要 蛋白 带 的 分 子 量 情况 又 如 何 ? 

4. 比较 非 变性 胶 中 活性 显 色 带 和 蛋白 染色 带 的 位 置 关 系 。 

5. 从 这 些 数据 你 能 决定 哪 种 LDH 同 功 酶 占 主导 地 位 。 
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LHST/)\ Beis 工 的 制备 与 检测 


一 、 原 理 

酰 化 酶 有 工 和 II 两 种 ,二 者 具有 不 同 的 专 一 性 。 在 猪 肾 中 含有 
丰富 的 酰 化 酶 ,经 过 水 抽 提 ,pH5.0 除 杂 蛋白 ,硫酸 铵 盐 析 ,最 后 
经 丙酮 分 级 分 离 可 从 猪 骨 中 获得 较为 纯净 的 酰 化 酶 :。 

酰 化 酶 工具 有 光学 异 构 专 一 性 , 它 能 将 N-Z B-L-A EMA 


解 生成 - 氨 基 酸 和 乙酸 ,但 对 N- 乙 酰 :D- 氨 基 酸 不 能 产生 任何 作 了 


Fl. 该 酶 的 最 适 pH FE 7.0~7.5 之 间 , 用 磷酸 盐 缓冲 液 来 维持 pH 
环境 。 

酰 化 酶 工 是 解决 D,L- 氮 基 酸 消 旋 混合 物 的 有 用 工具 ,在 实际 
工作 中 有 一 定 的 应 用 价值 。 


二 .试剂 

2 mol/l. HCl, 2 mol/L NaOH 、 硫 酸 贸 丙酮 .5% 乙 酸 饥 游 
液 .6% 乙 酸 、 粗 食盐 .1% 草 三 酮 溶液 .5%% 三 氯 乙酸 ; 

0. 08mol/L N- 乙 酰 -DL- 和 蛋氨酸 溶液 : 取 1.5296g N- 乙 酰 - 
DL- 和 蛋氨酸 ,加 水 溶解 ,用 2mol/L NaOH 调 至 PH7.0, 定 容 到 
100ml; 

0. lmol/L. 磷酸 盐 缓 冲 液 : 取 61ml, 0. Imol/LNa,HPO, 液 和 

39ml 0. 1mol/L NaH,PO; 液 混 匀 即 可 。 


三 、 操 作 方 法 
1. 酰 化 酶 工 的 制备 
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(1) 初 步 提 取 和 分 离 : 取 新 鲜 猪 肾 ,去除 脂 肪 和 结缔 组 织 后 前 
成 碎 块 , 称 取 120 克 , 在 低温 下 用 组 织 捣 碎 器 绞 碎 2 一 3 次 ,加 2 售 
体积 冰 水 ,不 断 搅 拌 提 取 半 小 时 ,然后 以 3000r/min 离心 20 分 钟 ， 
RAS, REAR HA. ml 左右 经 透析 后 测定 
蛋白 质 含量 及 酶 活力 。 

将 上 述 离心 液 置 冰 浴 中 冷却 到 0C ,在 搅拌 下 小 心 逐 滴 加 入 
2mol/L 盐酸 , 调 至 pH4. 7 一 5.0。 所 得 稠 厚 悬 浮 液 立即 在 冰冻 离心 
机 主 以 4000r/min 离心 20 分 钟 , 所 得 红色 的 上 清 液 立即 用 2mol/L 
NaOH 调 至 PH6.5, 量 出 体积 并 留 适 量 样品 ,经 透析 后 测定 蛋白 质 
含量 及 酶 活力 。 

2) 硫酸 铵 盐 析 :将 (1) 步 所 得 溶液 按 266 克 / 升 , 慢 慢 加 入 硫 
PR ER BAR , 边 加 边 抄 拌 ,控制 PH 在 6. O~6. 206 AIK A FA 2mol/L 
NaOH 调节 ) 在 冰箱 中 放置 过 夜 , 次 日 将 上 清 液 小 心 弃 去 (可 用 于 
制备 栈 化 酶 I) ,下层 用 离心 机 离心 ,2500r/min 约 20 分 钟 , 留 沉 
淀 ,将 该 沉淀 用 4ml 水 悬浮 , 装 人 透析 袋 内 透析 ,直到 无 硫酸 匀 为 
止 。 透 析 后 的 溢 液 离心 去 除 变 性 蛋白 ,得 到 颜色 较 深 的 离心 液 , 量 
出 体积 并 留 适 量 样 液 用 于 测定 蛋白 质 和 酶 活力 ,此 为 粗 酰 化 酶 I 
制剂 。 

《3) 丙 酮 分 级 分 离 :将 (2) 步 所 得 的 溶液 用 水 作 适 当 稀 释 ,并 控 
fil pPH5. 9 一 6.0, 使 之 冷却 。 向 其 中 加 入 0.4 倍 体积 的 预 冷 (一 
155C ) 丙 酮 , 边 滴 加 边 搅拌 ,使 用 盐水 浴 控 温 一 10 一 一 15C MAM 
速 在 冷冻 离心 机 上 离心 (一 8C ) 除 去 沉淀 ,得 浅黄 色 洲 液 。 将 此 溶 
液 仍 置 炙 : 盐 浴 中 冷却 ,再 加 入 0.6 倍 体 积 的 一 15C 丙 酮 ( 按 原来 
水 溶液 的 体积 计算 )。 在 一 8C 冷 冻 离 心 , 弃 去 上 清 液 ,沉淀 迅速 用 
4ml 冰 水 溶解 ,然后 用 0. 01mol/L 磷酸 盐 缓 冲 液 (pPH7.0) 透 析 2 
小 时 左右 ,离心 除 不 溶 物 ,所 得 溶液 为 浅 红色 , 量 其 体积 并 留 出 适 
量 样 液 以 测定 蛋白 质 和 酶 活力 ,其 余 溶 液 迅速 冰冻 保存 或 冰冻 干 
燥 。 

2. 酰 化 酶 工 的 活力 测定 
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(1) 根 据 酰 化 酶 工 的 催化 特性 ,测定 产物 王 -氨基 酸 的 产生 量 
来 计算 酶 的 活力 ,测定 方法 如 二 :可 用 划 三 酮 显 色 法 或 甲醛 滴定 法 ， 
定量 测定 氨基 酸 含量 。 

@@ 方 法 一 : 取 一 支 5ml 试管 ,加 0 4ml 0. O8mol/L_ N-Z B- 
DL- 蛋 所 酸 中 性 溶液 和 0. 4ml 0. lmol/L BERRA MM (PH7. 0), 
于 37C 保 持 5 分 钟 , 然 后 加 入 :0.2ml 已 稀释 好 的 酶 液 ( 约 lmg/ 
ml) ,迅速 混 匀 , 记 时 ,在 不 同时 间 (第 2,4,68,10 人 分钟) 分别 取出 
0. 05ml 或 0. lml 反应 液 * 立 即 加 入 预先 已 加 好 0.05ml5% 三 毛孔 
酸 溶液 的 试管 中 , 混 匀 以 停止 酶 反应 。 然 后 用 曹 三 酮 溢 液 显 色 法 测 
定 所 释放 出 来 的 w- 蛋 氢 酸 量 。 

将 酶 液 于 沸水 浴 中 加 热 .5 分钟 , 取 0. 2ml se EN RAE 
常 的 酶 液 作 空白 对 照 , 其 余 操 作 同 上 。 

@@ 方 法 二 : 取 一 支 10ml 试管 ,加 入 1. 2ml 0. O8mol/L N-Z HB 
-DEL -蛋氨酸 中 性 溶液 和 1. 0ml 0. Imol/L BERBER (PH7- 0), 
于 37C 保 持 5 分 钟 , 然 后 加 大 0. 8ml 酶 液 , 迅 速 混 匀 ;证 时 ,在 不 
同时 间 ( 第 2,4,6,8,10 分 钟 ) 分 别 取 出 0.5ml 反 应 液 , 迅 速 加 到 已 
预先 加 好 0.05ml 5%% 三 氯 乙酸 的 试管 中 5 立即 混 匀 碳 终 符 酶 反 
应 。 然 后 用 甲醛 滴定 法 测定 释放 出 来 的 o- 和 蛋氨酸 量 。 同 时 以 热 变 
性 酶 液 代 替 正 常 的 酶 溶液 作为 空白 对 照 * 其 余 操 作 步 骤 同 上 ， 

(2) 和 蛋白 质 含 量 测定 :可 选用 双 缩 腺 法 或 Folin- 酚 法 进行 。 


四 、 结 果 处 理 
酶 促 反 应 的 初速 度 可 以 划 三 酮 溶液 显 色 法 测 得 的 光 密度 或 甲 
醛 滴定 法 所 消耗 碱 的 毫升 数 为 纵 坐 标 , 时 间 为 横 坐 标 所 得 的 速度 
曲线 求 得 。 
酶 的 比 活力 以 每 小 时 每 毫克 蛋白 所 所 水 解 底 物 的 微克 分 子 数 
表示 (umol/mgN/h). 
总 活力 为 比 活力 乘 以 总 蛋白 氨 量 ,以 每 小 时 水 解 底 物 的 摩尔 
数 来 表示 (mol/h ) 。 
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总 蛋白 质 | 总 蛋 
(mg) 


五 、 实 验 说 明 

1. 酶 液 的 稀释 : 待 测 活力 的 酶 原液 在 测定 前 要 用 0. Imol/L 
磷酸 盐 缓冲 液 (pDH7. 0) 作 适当 稀释 , 据 经 验 可 参考 下 列表 格 数据 : 
方法 一 ,稀释 倍数 (V/V) 方法 二 ,稀释 倍数 C(V/V) 


粗 提取 液 1 + 50~100 1 : 25~50 
调 pH 除 杂 有 蛋白 1 : 50~100 1: 25~50 
Tit. RR ER th HT 1 : 100~200 1 : 100~150 
丙酮 分 级 分 离 1 = 200~500 1 + 200~250 


2. 测 蛋 白质 含量 时 选用 的 溶液 体积 ,下 列 数据 可 供 参 考 : 
步骤 (Cl1)a: 0.1~0. 2ml 

步骤 (1)b: 0. 3 一 0. 5ml 
步骤 (2): 0. 2 一 0. 3ml 

步骤 (3): 0.2~0. 5ml 


附 一 ” 划 三 酮 溶液 显 色 法 

1. 试剂 

0. 3mmol/L 标准 甲 硫 氢 酸 溶液 ; 

0. 2mol/L. 柠檬 酸 缓冲 液 (pDH5.0) : 21. 008 克 柠 檬 酸 ( 含 1 分 
子 结晶 水 ) 溶 于 200ml 水 ,再 加 入 200ml lmol/L NaOH wR, = 
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A BE 500ml; 
0. 0lmol/L AAG FE IR 取 0. 1628¢ Mth AR Fk, EF Bl 
250ml; 


60% 2B. 


16 F-Z, — RO - ef = A AK: 1. 25e A = MAF 250ml © 
CZ — Be ERMA 5% W/V) BR. KH 2.5ml AY OO. Olmol/L 和 氰 化 : 


钾 溶 液 用 乙 二 醇 甲 醚 稀释 至 125ml, 充 分 混合 ,然后 把 125ml 氰 化 
钾 - 乙 二 醇 甲 醚 溶液 与 25ml 蕊 三 酮 - 乙 二 醇 甲 醚 溶液 相 混 合 , 置 棕 
色 瓶 中 待 用 ,正常 应 为 浅黄 色 微 带 青色 。 

2. ,操作 

将 lml 含有 0. 05 一 0. 3umol 的 氨基 酸 溶液 与 1ml 0. 2mol/L 
柠檬 酸 缓冲 液 (pH5. 0) 充 分 混合 ,然后 加 入 lml 氰 化 钾 - 乙 二 醇 甲 
醚 - 划 三 酮 溶液 ,充分 混 匀 后 ,在 '100C 水 浴 中 加 热 15 分 钟 , 以 自 
来 水 冷却 ,放置 5 一 10 分 钟 , 以 3ml 60% 乙 醇 稀释 ,充分 摇 匀 ， 于 
570nm 处 比 色 。 以 1ml 水 代替 氨基 酸 洲 液 作为 空白 对 照 , 其 余 操 
作 同 上 。 画 出 标准 曲线 。 

3. 注意 事项 

(1) 氰 化 钾 为 剧 毒物 质 , 必须 谨慎 按 章 操 作 ， 

(2) 6p = Al A An 

(3) 乙 二 醇 甲 醚 的 处 理 : 因 市 售 的 乙 二 醇 甲醛 长 期 放置 后 A> 
量 过 氧化 物 需 进行 处 理 。 取 5 克 硫 酸 亚 铁 加 人 500 克己 三 醇 甲 醚 
中 , 振 摇 1 一 2 小 时 ,过 滤 除 去 硫酸 亚 铁 ,再 于 蒸馏 瓶 内 蒸馏 ,收集 
沸点 为 121 一 125C 馅 分 ,此 时 应 为 透明 无 色 液 体 。 

《4) 本 测定 必须 在 无 氮 环 境 中 进行 ,一 切 试 剂 必 须 密闭 ,以免 
被 空气 中 的 氢气 所 沾 污 。 

(w= Hd 55 23 WR sy He — Io PERE, 故 加 乙醇 
Wh FE Ja. De We BY Ek 

(6) 氰 化 钾 - 乙 二 醇 甲 醚 - 曹 三 酮 溶液 配制 后 必须 隔夜 才能 应 
用 。 配 制 后 在 一 星期 内 稳定 。 
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附 二 ”微量 甲 醛 滴定 法 

1. 试剂 

中 性 甲醛 溶液 :将 试剂 级 甲醛 (36% 一 37%) 调 到 PH7( 用 pH 
计 检 查 ) 寺 或 是 在 50ml 的 36% ~ 3776 AEP HA Im 0. 1% 
乙醇 水 溶液 ， ef} 2mol/L 氢 氧 化 钠 溶液 滴定 到 微 红色 。 该 试 
剂 临 用 前 配制 。 

酚 栈 指示 剂 :0.1%% 酚 本 的 50%% 乙 醇 溶 液 . 

0. Olmol/L 氢 氧 化 钠 标 准 溶液 ,使 用 前 标定 ; 

0. Olmol/L 甲 硫 氨 酸 溶液 。 

”2. 操作 方法 

向 取出 的 反应 液 中 加 入 3 滴 0.1%% 酚 栈 指 示 剂 ,然后 用 
0. Olmol/L 标准 NaOH 溶液 滴定 到 微 红 色 ， 几 秘 钟 内 不 变色 ,再 
加 大 lml 中 性 甲醛 溶液 ,混合 后 用 标准 氢 氧 化 钠 滴 定 到 终点 。 记 
下 所 消耗 的 碱 量 ( 加 入 甲醛 后 所 消耗 的 碱 量 代 表 所 滴定 的 氨基 栈 
数量 ), 每 次 活力 测定 所 取 的 各 个 样品 最 好 一 起 滴定 ,力求 滴定 终 
点 一 致 : 

用 甲醛 滴定 法 正式 测定 样品 之 前 ,在 锥 形 瓶 中 预先 加 人 
0. 05mi 5 狼 三 氯 乙酸 溶液 ,然后 再 加 入 0. 5ml 0. 01mol/L FRA 
酸 溶液 作为 滴定 练习 ,并 求 出 回收 率 。 


Seui—+7, Procion Red HE-3B EOS 
纯化 胆 绿 率 还原 酶 


一 、 原理 

三 嗪 染料 是 一 类 活性 染料 , 它 与 许多 和 蛋白质, 特别 是 氧化 还 原 ， 
酶 能 产生 特异 性 的 吸 叭 ,而 且 由 此 类 染料 为 配 基 制 作 的 亲 和 层 析 
柱 具 有 和 良好 的 通用 性 与 化 学 稳定 性 ,因此 ,此 类 亲 和 层 析 柱 在 生物 
高 分 子 分 离 中 的 应 用 愈 来 愈 广泛 ,Procion Red HE-3B 是 一 种 单 
氯 三 嗪 染料 ,用 它 作 配 体制 备 的 染料 层 析 柱 可 分 离 多 种 蛋白 质 。 

胆 绿 素 还 原 酶 是 催化 血红 素 降解 的 关键 酶 之 一 在 NADCP)IH © 
存在 下 , 它 能 将 胆 绿 素 转变 为 胆 红 素 ,本 实验 用 Procion Red HE- © 
3B-Sepharose 4B 柱 从 猪 肾 中 分 离 纯 化 胆 绿 素 还 原 酶 ; 


二 .试剂 

新 鲜 猪 肾 (4C) 胆 绿 素 溶 液 (2.0mmol/L)、NADPH 溶液 
(10mmol/L) 

Buffer A :配制 1. 36gKH,PO,+0. 33gNaOH+ 85. 6g, FB 
1000ml 。 


三 、 实 验方 法 
1. 粗 酶 的 提取 
取 新 鲜 猪 肾 若干 克 , 去 除 脂 肪 与 结缔 组 织 后 ,用 OO. 9% NaCl 
溶液 漂洗 数 次 去 掉 血 色 , 然 后 加 入 BufferA [1 : 20W/V) JOR. 
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SJR MU 15000Xg 离心 15 TH, REAM, LAM F 66000 X¢g 
HERBY 60 分 钟 , 取 上 清 液 ,40% 一 65% (NH,).SO, 盐 析 , 盐 析 后 
沉淀 用 BufferA 溶解 ,用 蒸 馅 水 透析 至 无 SO 人 。 然 后 ,将 透析 液 
15000Xg 离心 10 分 钟 , 取 上 清 ,冷冻 保存 。 

2. DEAEs- 纤 维 素 柱 层 析 

按 常 规 方法 处 理 DEAE- 纤 维 素 ， 装 桩 (1 5 X 25cm), A 
BufferA 平衡 , 取 一 定量 粗 酶 液 上 柱 ,BufferA 淋 洗 , 当 收 集 液 
OD. <0. 02 时 , 换 用 0 一 0. 3mol/L KCl 的 BufferA 梯度 洗 脱 (2 
X150ml, 3ml/20ml/ 管 ), 抽出 铸 干 管 测 活力 ,同时 绘 出 蛋白 质 的 
洗 脱 曲线 ,合并 有 酶 活性 部 分 ,浓缩 ,冷冻 保存 。 

3. Sephadex G-100 柱 层 析 

按 和 常规 方法 处 理 Sephadex G-100, 装 柱 , 将 前 步 层 析 得 到 的 
酶 液 上 柱 , 用 BufferA 洗 脱 ,流速 同 前 ,收集 合并 有 酶 活性 的 部 分 ， 
浓缩 ,冷冻 保存 。 

4. Procion Red HE-3B-Sepharose 4B 亲 和 层 析 

(1) Procion Red HE-3B-Sepharose 4B 柱 的 制备 : 称 取 湿 
Sepharose 4B 40g, 抽 滤 , 用 蒸馏 水 淋 洗 。 同 时 称 取 400mg 染料 , 倒 
人 锥 撼 中 ,加 入 40ml 蒸馏 水 溶解 。 将 淋 洗 后 的 凝 胶 倒 人 染料 液 
中 ,于 45C 揪 动 30 分 钟 , 然 后 加 入 NaCl 至 终 浓 度 为 2% ,继续 摇 
动 30 分 钟 后 ,加 入 NasCO; 至 终 浓 度 为 1%,45C 下 播 动 4 一 6 小 
时 后 ,用 蒸馏 水 和 lmol/L KCl 溶液 反复 淋 洗 ,去 除 棕 色 即 可 。 

(2)Procion Red HE-3B-Sepharoe 亲 和 层 析 

将 制 好 的 染料 基质 装 柱 (1.5X25cm),BufferA 平衡 ,加 入 第 
二 步 层 析 后 的 酶 液 , 淋 洗 ,然后 用 含 1. Omol/L KCI 的 BufferA 阶 
梯 式 洗 脱 , 洗 速 同 前 ,收集 酶 活性 部 分 ,绘制 洗 脱 曲线 。 


四 \ 酶 活力 的 测定 
反应 总 体积 4ml, 其 中 含 胆 绿 素 5. Opmol/I., NADPH 
100xmol/L， 适 量 的 酶 ,缓冲 液 为 BufferA ,37C 黑 暗 条 件 下 保温 
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30 分 钟 ,450nm 处 测 OD 值 。 
酶 活力 单位 的 定义 :于 37C 每 分 钟 催化 形成 lnmol fi AT RAY 


五 、 蛋 白质 含量 的 测定 
蛋白 质 含量 的 测定 采用 Folin- 酚 法 。 


六 、 分 子 量 的 测量 ant 
将 最 后 一 步 层 析 所 得 酶 液 用 SDS-PAGE 法 测定 其 分 子 量 。 


七 、 结 果 与 分 析 


各 步 纯 化 过 程 中 蛋白 含量 与 酶 活力 单位 
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实验 四 十 ” 酶 活性 修饰 实验 


一 、 原 理 

酶 分 子 中 的 许多 侧 链 基 团 可 以 被 化 学 修饰 。 这 种 修饰 可 以 帮 
助 了 解 哪 些 基 团 是 保持 酶 活性 所 必需 的 ,哪些 基 团 对 维持 酶 的 催 
化 反应 并 不 重要 。 当 化 学 修饰 试剂 与 酶 分 子 上 的 某 种 侧 链 基 团 结 
合 后 , 酶 的 活性 降低 或 者 丧失 ,表明 这 种 被 修饰 的 残 基 是 酶 活性 所 
必需 的 。 反 之 亦 然 。 

酶 分 子 中 有 许多 基 团 可 被 共 价 化 学 修饰 ,如 区 基 羟基 、 咪 只 
基 , 肛 基 、 氢 基 和 羧基 等 .可 以 用 来 进行 化 学 修饰 的 试剂 也 很 多 ,如 
5,5'- 二 硫 代 双 (2:= 硝 基 葵 甲酸 ),(DTNB) 和 N- 乙 酰 马 来 酰 亚 胺 
GNEMD) 是 殖 基 的 修饰 剂 ,可 以 用 来 鉴定 半 胱 氨 酸 残 基 是 否 是 酶 活 
性 所 必需 的 。 磷 酸 吡 哆 醛 可 以 与 赖 氨 酸 残 基 起 反应 ;2,3- 丁 二 酮 则 
可 以 和 精 氨 酸 残 基 起 反应 本 实验 以 胆 绿 素 还 原 酶 为 材料 ,分别 以 
DTNB NEM 磷酸 吡 哆 醛 和 了 丁 二 酮 为 化 学 修饰 剂 ,研究 胆 绿 素 还 
原 酶 活性 所 必需 的 残 基 。 


二 .试剂 

AB SR A : WE EE Be till A 2mmol/L; 
NADPH: #& & @c fi] KR 10mmol/L; 
DTNB: ¥& EE Ac til] AO. 25mol/L; 
NEM: 浓 度 配制 成 0.05mol/L; 

磷酸 吡 哆 醛 :浓度 配制 成 2Ommol/L; 
2,3- 丁 二 酮 :浓度 配制 成 0.115mol/L ; 


胆 绿 素 还 原 酶 ; 
0. 01mol/L ,pH7. 4 磷酸 盐 缓 冲 液 ; 


三 、 操 作 方法 
酶 的 测定 : 酶 的 测定 是 在 0. 01mol/L;DH7: 二 的 磷酸 盐 缓冲 液 


中 完成 。 总 体积 4ml, 内 含 5. Opmol/L 胆 绿 素 、 100kmol/L ~ 


NADPH , 酶 量 固 定 。 根 据 修 饰 实 验 的 需要 ,加 人 不 同 的 修饰 试剂 。 
于 37C 瞳 处 保温 30 分 钟 ,450nm 测定 吸光 值 。 


(1) fe DTNB 修饰 反应 中 ,向 砂 同 的 反应 试管 中 分 别 加 入 


0. 00.0. 10.0. 20,0. 30,0. 40mmol/L KY DTNB, 
(2) # NEM 修饰 反应 中 ,向 不 同 的 反应 试管 中 分 别 加 六 
0. 00,0. 50 1. 00.1. 50,2. 00mmol/L NEM, 


(3) E BE A Oe EAE i «RO A I A 


0. 00.1. 00,2. 00,3. 0Ommol/L 的 磷酸 吡 哆 醛 。 
(4) 在 2,3- 丁 二 酮 修饰 实验 中 ,向 不 同 的 反应 试管 中 分 别 加 
入 0. 0,10. 0,20. 0,30. Ommol/L 的 2,3- 丁 二 酮 。 


四 、 结 果 与 分 析 

1. 以 修饰 剂 浓度 为 横 坐 标 , 以 残存 酶 活性 为 纵 坐 标 , 分 别 绘 
制 出 修饰 剂 浓 度 变化 对 酶 活性 的 影响 。 

2. 分 析 胆 绿 素 还 原 酶 活性 所 需 的 基 团 。 


~~ 


实验 四 十 一 “酵母 巧 糖 酶 的 部 分 
纯化 和 性 质 测定 


蔗糖 酶 (E.C. 3.2.1.26) 能 催化 非 还 厌 性 双 糖 (蔗糖 ) 的 1,2- 
糖苷 键 裂解 ,释放 出 等 量 的 果糖 和 和 葡萄糖 。 


CHzOH CH20H 


O 
| O | HOH2C 
OH2C +H,O —> (on ok HO 
HO OH HO CH.OH 
HO CH2OH HO 
OH 2 OH HO 


OH 

从 式 中 可 以 看 到 ,每 摩尔 蔗糖 水 解 产 生 两 摩尔 还 原 糖 ,蔗糖 的 
裂解 速率 可 以 通过 Nelson 法 测定 还 原 糖 的 产生 数量 来 测定 。 其 它 
的 还 原 糖 量 测 定 法 可 见 糖 类 实验 一 部 分 。 一 个 酶 活力 单位 规定 为 
在 标准 分 析 条 件 下 每 分 钟 催化 底 物 转化 的 数量 。 比 活力 单位 为 每 
毫克 蛋白 含有 的 酶 活力 单位 。 

啤酒 酵母 中 含有 丰富 的 蔗糖 酶 ,本 实验 以 它 为 原料 ,通过 破碎 
细胞 ` 热 处 理 ` 乙 醇 沉 淀 柱 层 析 等 步骤 提取 芒 糖 酶 ,并 对 其 性 质 进 
行 测定 。 

所 有 的 纯化 步骤 均 在 0 一 4C 之 间 进 行 , 除 非特 别 说 明 。 


I 酶 的 纯化 
一 试剂 


啤酒 酵母 .甲苯 .95% 乙 醇 .、DEAE- 纤 维 素 .0.05mol/L Tris- 
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HCl 缓冲 液 ,PH7. 3. 


二 、 操 作 方法 
1. 取 20g 于 酵母 ,或 市 售 鲜 啤 酒 酵母 以 2000rpm 离心 10 分 
钟 后 ,所 得 的 20 克 沉淀 ;加 5 一 10g 41>, dn 20ml HE, 在 研 钵 内 


磨 成 糊 状 。 然 后 每 次 加 10ml 水 ,研磨 10 分 钟 天 看 , 共 3 次 ,使 其 呈 ， 


糊 状 。 

2. 将 研磨 好 的 内 容 物 转移 到 50ml 离心 管 中 , 平 衡 后 以 
12000rpm 离心 15 分 钟 。 

3. 用 吸管 小 心 将 离心 后 的 中 间 水 层 转移 到 干净 的 离心 管 中 ， 
Die | BREA. AGW 12000rpm 离心 15 分 钟 。 

4. 将 3 步 离 心 后 的 上 清 液 取 出 , 倒 人 量 简 中 记录 其 体积 , 留 
下 1. 5ml 作为 第 一 组 分 粗 抽 提 液 以 备 酶 活力 测定 和 蛋白 浓度 测 

5. 用 lmol/L 醋酸 逐 滴 加 进 , 调 其 pH 至 5.0. 

6. 将 上 述 抽 提 液 迅 速 放 人 到 50C 的 永 浴 中 ,保温 -30 分钟 ,在 
温 育 过 程 中 经 常 缓慢 播 动 试管 或 搅拌 抽 提 液 。 

7. 在 冰 浴 中 迅速 冷却 之 ,15000rpm 离心 15 分钟 ， HAM. 
量 出 上 清 液体 积 并 记录 之 , 留 下 2ml RABAT AMERY 
备 酶 活力 和 蛋白质 浓 度 测 定 。 

8. 在 第 二 组 分 ( 热 抽 提 液 ) 中 加 入 等 体积 的 -95%% 冷 己 醇 (一 
20C ,时 间 不 少 于 30 分 钟 ) ,保持 低温 ( 冰 浴 ) 并 温和 搅拌 3 瑟 续 搅 
拌 20 分 钟 。 然 后 以 15000rpm 离心 20 分 钟 DDR Ls WE 
沥 干 并 用 parafilm 封口 ,保存 于 冰箱 中 供 下 面试 验 用 。 

9. 将 沉淀 洲 解 在 6ml AY pH7. 3,0.05mol/L Tris-HCl 缓冲 液 
中 (第 三 组 分 ,酒精 抽 提 液 为 搅拌 使 其 完全 溶解 (5 分 钟 以 上 ) ,以 
15000rpm 离心 20 4 RAM. LAMA FPF 1. 5ml 以 备 测 定 酶 
a) AE ARE. 

10. # DEAE-# eB AER em x 20cm), FA O. wees: 
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Tris-HCl, pH7. 3 缓冲 液 平衡 , 约 100ml 流出 液 即 可 ,以 流出 液 pH 
5A ym pH 一 致 为 准 。 然 后 将 第 9 步 的 酒精 抽 提 液 上 柱 , 上 样 后 
用 .0.05mol/L Tris-HCI, pH7. 3 缓冲 液 进行 NaCl #8 BE (NaCl 为 
0 一 100mmol/L) 洗 脱 , 层 析 柱 联 上 线性 梯度 混合 器 ,混合 器 中 分 
别 装 50ml, 0.05mol/L Tris-HCl, pH7.3 缓冲 液 和 50ml 含 
100mol/L NaCl 的 0.08mol/L Tris-HCl,pH7. 3 缓冲 液 。 洗 脱 至 混 
合 器 中 液体 流 完 为 止 ,测定 各 接收 管 在 280nm 下 的 光 吸 收 并 测定 
各 管 的 酶 活力 ,将 最 高 酶 活力 的 若干 管 酶 液 集中 ,分 装 后 低温 保 
存 ,用 于 性 质 测定 。 留 液 ( 第 四 组 分 ) 测 酶 活 和 和 蛋白 含量 。 


[. 辆 盘 电泳 测定 纯度 
原理 见 前 面 蛋 白质 部 分 , 聚 两 炳 酰胺 凝 胶 电泳 。 


一 、 试 剂 

胶 贮 液 : 取 丙烯 酰胺 32g, 甲 又 丙烯 酰胺 1.0g, 定 容 到 100ml。 

凝 胶 缓冲 液 (pPH8.9): 24ml lmol/L HCl, 18. 15g Tris, 
0. 25ml TEMED, fi x 18 7K E F Fi) 100ml, 

0. 2 为 过 硫酸 铵 。 

上 极 缓冲 液 :6.32g Tris,3. 94g Gly, Hk EFA 100ml， 
(i FA Yt i FE 10 倍 。 

下 极 电泳 缓冲 液 :12.1lg Tris, 50ml lmol/L HCl, 定 容 到 


.100ml ,使 用 时 稀释 10 倍 。 


省 酚 蓝 溶液 :5ml 50 儿 甘油 十 5ml 上 极 缓冲 液 十 数 滴 溴 酚 蓝 。 

12. 5%% 三 氯 乙 酸 。 

0. 25% 考 马 斯 亮 蓝 染 色 液 :其 比例 为 90.8ml 50%% 甲 醇 十 
9. 2ml 冰 乙 酸 十 0. 25g 考 马 斯 亮 蓝 。 

脱色 液 :7. 5ml 乙酸 十 5ml 甲醇 十 87. 5ml 水 。 
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二 、 操 作 方 法 
1. 制 胶 : 按 下 表 配 制 各 胶 成 分 , 配 成 丙烯 酰胺 浓度 8%。 


样品 含量 /100ml th fil (V/V) 


A 32g 丙烯 酰 腕 ,1.0g 亚 甲 基 双 丙烯 i 
Mi HK 
B 24ml 1Imol/L HC1,18. 15g Tris , 
0. 25ml TEMED 
C 0. 2g DHRRE 2 
6. 32g Tris,3. 94g Gly 8.940. 2 | 稀释 10 Fa Ai 


12. 1g Tris ,50ml 1mol/L HCl 8.1210. 2 | 稀释 10 倍 后 用 


将 小 玻 管 下 端 用 乳胶 管 加 短 玻 棒 封 好 ,底部 可 加 几 滴 40%% 甘 


油 , 垂 直立 于 支架 上 ,将 上 述 迪 液 分 别 抽 空气 , 按 比例 混合 后 ,立即 4 


用 注射 器 注 胶 ,每 管 高 约 gcm, 上 端 用 异 丙 醇 封 住 , 静 置 到 清晰 界 
面 出 现 。 

2. 安装 凝 胶管 及 加 和 电极 缓冲 液 , 上 醒 液 (pH8.9) 接 负极 ， 
FP RK (PHB. 1), 接 正极 。 


lmg/ml 蛋白 RE 50~100ul, if 50upl 省 酚 蓝 = 甘油 溢 液 , 混 匀 后 
E#(100~200p1), 


i ee 


ee gt 二 一 


4. 电泳 : 按 2 ERA, FBR IER +, 2mA/F, i B 30 


分 钟 后 加 大 到 4mA/ 管 ,至 省 酚 蓝 指示 剂 接 近 凝 胶 底部 为 止 。 

5. 剥 胶 , 固 定 , 染 色 , 脱 色 : 和 剥 胶 后 在 固定 液 中 国定 :30 分钟， 
染色 30 分 钟 ,然后 脱色 至 蛋 昌 区 融 清 晰 为 止 。 

6. 观察 并 记录 实验 结果 ,判断 酶 的 纯度 。 


lL. BEA 蛋白质 浓度 测定 


本 实验 以 Nelson 方法 测定 酶 活力 ,其 原理 是 还 原 糖 含有 的 目 
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由 醛 基 或 酮 基 在 碱 性 条 件 下 将 Cu2 还 原 , 而 糖 本 身 氧 化 为 糖 酸 。 
砷 钼 酸 试剂 与 氧化 亚 铜 生成 蓝 色 溶 液 ,在 510nm 有 最 大 光 吸 收 ， 
且 颜 色 的 深浅 正比 于 还 原 糖 的 浓度 ,从 而 可 以 确定 酶 的 活力 ,测定 
范围 为 25 一 200wg。 

蛋白 质 浓度 测定 可 用 Lowry 法 或 考 马 斯 亮 蓝 法 完成 。 


一 、 试 剂 

Nelson 试剂 : 
A 液 :无 水 NazCO: 25. 0g 

酒石酸 钾 钠 25. 0g ”用 1000ml 定 容 

NaHCO, 20. 0g 

FAK TPR FA 200g 
B ¥#&: CuSO, * 5H,0 15. 0g WF 90m! K, i 2 WAR MMR, EF FI 
100ml, : 
#% A: B=50: 2 进行 混合 即 为 Nelson Al, AB 37 CU LY 
fe » BG Ik 7 TG 

ff A RIA): 50g FARR ERIE F 900ml 水 ,搅拌 加 入 42ml He 
H,SO,; ARK 6. Og 砷 酸 钠 溶 于 50ml K.MA BABAR. 
HOIERBLA.37 CRM 24D ARF SPREE. 

4mmol/L 葡萄 糖 机 

4. Ommol/L 芒 糖 

0. 5mmol/L FF 

0. 2mol/L 乙酸 缓冲 液 ;PH4. 5 

4.Ommol/L 果糖 


二 、 操 作 方 法 
1. 活力 测定 的 标准 曲线 
取 10 支 试管 ( 具 塞 ), 按 下 表 加 样 ( 各 试剂 单位 为 ml) 。 
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4mme!/L Gle - 


4mmol/L Suc 


4mmol/L Fru 
H,0 1.0 0.98 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 0.80 0. 80 
As10 


问 各 管 加 1ml Nelson RA, BLES. BBKBMK 20 分 


冷 至 室温 ,再 向 各 管 加 入 lml 砷 酸 钠 试剂 , 混 匀 放置 5 分钟 。 

向 每 支 试 管 加 7ml BK HA. 

以 1] 号 为 空白 ,于 510nm 下 测 Asp. 

以 还 原 糖 (umol) 为 横 坐 标 ,Asao 为 纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 

2. 各 步 酶 活力 的 测定 - 

按 下 表 加 样 ,其 中 每 步骤 中 的 样 液 按 表 中 倍数 作 适 当 稀 释 ( 各 
试剂 单位 为 ml) : 


I(1:500 ITG1:500 HE(1:1000 NGI:400 
tin FE) 稀释 ) 稀释 ) 稀释 ) 


编号 DSP ZS Care fF 9 - TO: 1H 1D 43 
乙酸 组 冲 液 未 002 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
H.O 0.6 0.550.400. 10 0.55 0.40 0. 10 0.55 0. 40 0. 10 0. 55 0. 40 0. 10 


0.5mol/L fF 
He 


酶 液 — 0.05 0. 20 0. 50 0. 05 0. 20 0. 50 0. 05 0. 20 0. 50 0. 05 0. 20 0. 50 


室温 下 准确 放置 10 分 钟 , 各 加 lml Nelson 试剂 ,沸水 浴 20 
分 钟 , 冷 至 室温 .各 加 1ml 砷 钼 酸 试剂 ,5 分 钟 后 ,加 7ml 水 


0.2 0.2.0.2.0.2 0.2 02..0.2:0.2-O0a2 0.2.0.2 0.2.0.2 


“从 标准 曲线 上 查 出 对 应 的 还 原 糖 量 ,最 后 计算 出 pmol 还 原 
糖 /分 钟 。 

3. 蛋白 质 含量 的 测定 

标准 曲线 的 制作 按 前 面 实验 介绍 的 方法 进行 ,标准 蛋白 为 
2mg/ml BSA. 
待 测 样品 I, 工 和 的 稀释 倍数 为 1 : 4, 用 量 为 0.05,0. 20 
和 0. 50ml, 其 余 同 标准 曲线 。 而 人 不 稀释 ,用 0.25 和 0. 5ml。 

若 采 用 考 马 斯 亮 蓝 法 ,将 上 述 体积 减 小 到 1/10。 

计算 出 各 部 分 的 蛋白 质 含量 。 

4. 结果 将 上 述 结果 填 人 下 表 : 


组 分 ” 体积 (ml) 蛋白 (mg/ml) 总 蛋白 (mg) 活力 (U/ml) 总 活力 (U) 


— 加 上 一 


比 活力 (U/mg) 提纯 倍数 回收 率 (%) 
100 


忆 图 隔 一 


活力 单位 定义 (U) ;室温 下 ,pH4.5, 每 分 韩 水 解 产 生 lwmol 
葡萄 糖 所 需 的 酶 量 。 


N. 酶 促 动力 学 


酶 促 动力 学 研究 酶 促 反 应 的 速度 及 影响 速度 的 各 种 因素 ,而 

AK Re BLK, 值 等 于 酶 促 反 应 速度 为 最 大 速度 的 一 半 时 所 对 应 的 

底 物 浓度 ,其 数值 大 小 与 酶 的 浓度 无 关 , 是 酶 促 反 应 的 特征 常数 。 

不 同 酶 的 Ku 值 不 同 , 同 一 种 酶 在 与 不 同 的 底 物 反应 时 ,其 Km 值 

也 不 同 .K。 值 反 映 了 酶 和 底 物 亲 和 能 力 的 强 弱 程度 ,Ko 越 大 表明 
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酶 与 底 物 的 亲和力 越 弱 ;K= 值 越 小 ,表明 酶 与 底 物 的 亲和力 越 强 。 

酶 的 活力 就 是 酶 所 催化 的 反应 速度 ,通常 用 单位 时 间 内 底 物 
的 减少 或 产物 的 增加 来 表示 。 酶 反应 过 程 中 产物 的 生成 和 时 间 关 
系 可 以 用 进程 曲线 来 说 明 , 曲 线 的 斜率 就 是 酶 反应 过 程 中 的 反应 
速度 。 从 进程 曲线 来 看 ,在 一 定时 间 内 反应 速度 维持 恒定 ,但 随 着 


时 间 的 延长 ,反应 速度 逐渐 降低 ,这 是 由 多 种 因素 造成 的 。 所 以 为 “ 


了 准确 表示 酶 的 反应 速度 必须 采用 初速 度 即 维持 恒定 时 的 速度 。 
同样 ,不 同 酶 浓度 下 的 反应 进程 曲线 也 可 以 说 明 这 个 问题 。 

酶 活力 可 以 被 茶 些 物质 改变 (激活 或 抑制 六 开 能 降低 酶 的 活 
性 甚至 能 使 酶 失 活 的 物质 , 均 称 为 抑制 剂 , 其 中 又 有 可 逆 抑 制 和 不 
可 逆 抑 制 类 型 .而 可 逆 的 抑制 又 包括 有 竞争 性 抑制 . 非 竞争 性 抑制 
等 类 型 .在 有 抑制 剂 存在 的 条 件 下 , 酶 的 一 些 动 力学 性 质 会 发 生 改 


AE UN Ks Vinx RAY Kn. Vinex ERK ATK R 


多 ,最 常用 的 就 是 Lineweaver-Burk 作 图 法 ( 即 双 倒 数 作 图 法 )。 


一 、 试 剂 
0. 2mol/L 乙酸 缓冲 液 .0. 5mol/L 芒 糖 洲 液 .8mol/L Kk. 


—. TET ik 

1K. 值 的 测定 

(G1) 时 间作 用 曲线 

取 试 管 编号 , 按 下 列 顺 序 加 入 各 种 试剂 , 待 测 酶 样 用 R ,其 稀 
释 倍 数 按 酶 活力 测定 时 的 数据 为 准 。 


le; p22 d 4s PO & DR ORES rei 2 


乙酸 缓冲 液 0.2..0.2 .0. 2: Oe 20e2-0.2 0. 2x0 2Wed On 2.0 Be x 

0. 5mol/L 蔗糖 0. 1. 0.1.0. 1.0. 1.,0.:1 Dede’, 0.4 ae Bee ee 

H2O 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.7 1.0 
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酶 液 0.2 0:1 0.1 0.1 0.1 01 0 0.10.10.1 一 一 
保温 时 间 (分 钟 ) “0 1 2 4 8 10 12 15 20 ~ 


Nelson 试剂 SUSE SE FR. ES PE eS Ie ie 
置 沸水 浴 20 分 钟 

RRA $d 
保温 5 分 钟 后 加 入 7ml 水 , 比 色 

Asn 


注 : 表 中 试剂 加 样 单 位 为 ml。 


以 还 原 糖 的 smol 数 为 纵 坐 标 , 时 间 为 横 坐 标 作 时 间作 用 曲 
线 。 

《2) 底 物 浓 度 的 影响 

取 试 管 编号 ,并 按 下 表 加 样 。 


1 2 3 4 9 6: ty 8 9) i abt 


乙酸 缓冲 液 和 0 人 


0. 5mol/L 蔗糖 一 0.020.04 0.06 0.08 0.10 0.2 0.4 0.2 0.4 一 

H,O 0.6 0.58 0.56 0.54 0.52 0.50 0.4 °0:2° 0.4 0.2 1.0 

Nelson 试剂 一 一 一 .三 一 - -一 - -一 一 -一 一 -1.0 1.0 一 

酶 液 - 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2-0.2 一 
室温 下 放置 10 分 钟 

Nelson it #86. 11.0. 1.0 1.0 1.0 1-0 1.0 1.0°1.0 — — 1.0 


BK 20 3} HG. A.A lml MMAR 


管 中 ,5 分 钟 后 加 7mlH.0 比 色 
Asio 


注 : 表 中 试剂 加 样 单 位 为 ml。 
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HH SRE HOS] HE BK BED) A v (umol 还 原 糖 /min, 用 反 
应 速率 对 底 物 浓度 作 图 ,用 1/v 对 1/LS] 作 图 .计算 出 天 。 Vinx 

(3) 腺 对 蔗糖 酶 的 抑制 

取 试 管 编号 , 按 下 表 加 入 各 种 试剂 。 


下 


乙酸 缓冲 液 0.2 0.2 9. 2 0-2.10.2 0 


0. 5mol/L FES — 0.02 0.04 0.060.08 0-1 0.2 0.4 0.2 04 一 

8mol/L fk 0.15 0.15 0.15 0. 150.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0. 15 

H2O 0.45 0. 43 0. 41 0. 39 0. 37 0. 35 0. 25 0. 05 0. 25-0. 05 0. 85 

Nelson 试剂 . = 4. “i & ate eee 1.0 1.0 — 

Bi 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.20.2 一 
SAA BR FF te . BZ 10 分 钟 

Nelson 试剂 110 1.01.0 1.0 1:0¢1- 060 enna 


沸水 浴 中 保持 20 分 钟 , 加 入 lml BF FA Bi Fl. 5 


分 钟 后 加 入 7ml 水 , 比 色 
Asio ; 


注 : 表 中 各 试剂 加 样 单位 为 ml。 


以 催化 速率 对 底 物 浓度 作用 ,再 用 1/v 对 1/LS IPE 
表 观 Ko。,Vnsxy*Ki, 说 明 其 抑制 类 型 。 


V.pH 对 酶 活性 的 影响 


pH 对 酶 反应 的 速度 有 显著 影响 ,每 一 种 酶 都 有 -- 个 特定 的 
pH 值 , 在 此 pH 值 下 酶 反应 速度 最 快 , 而 在 此 两 侧 酶 反应 速度 都 
比较 缓慢 。 因 为 酶 是 两 性 电解 质 , 其 上 具有 许多 可 解 离 基 团 ,在 不 
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TR BY BBR i A EP ae He EY RAS AR Ie) ai HB fa AN TA], ETT 
HRARAMARRR HAW , 底 物 与 酶 的 结合 能 力 以 及 催化 能 力 
都 有 重要 作用 。 同 时 许多 底 物 或 辅酶 也 具 解 离 特性 ,pH 的 变化 也 
影响 它们 的 解 离 状 态 , 同 样 也 影响 酶 活力 。 因 此 溢 液 的 PH 对 酶 活 
性 影响 很 大 。 表 现 酶 最 大 活性 的 pH 值 即 为 该 酶 的 最 适 pH. 不同 
的 酶 其 最 适 pH 不 同 , 一 般 在 中 性 、 弱 酸性 或 弱 碱 性 范围 内 ,如 杆 
物 和 微生物 所 含 的 酶 ,其 最 适 pH 多 在 4.5 一 6. 5; 动 物体 内 酶 的 最 
适 pH 多 在 6..5 一 8.0。 同 一 种 酶 因 来 源 不 同 其 最 适 pH 也 可 能 不 
同 。 

蔗糖 酶 有 两 个 影响 水 解 蔗糖 能 力 的 解 离 基 团 ,一 个 PK。 AW 
7, 另 一 个 PK, AA 3, 因 为 底 物 和 产物 均 为 非 极 性 物质 ,无 解 离 基 
团 , 因 此 实验 测 出 的 pH 影响 活力 图 可 反映 出 蛋白 的 解 离 对 酶 活 
力 的 影响 ,本 实验 中 在 不 同 的 PH 缓冲 液 中 测定 酶 活力 ,可 得 出 此 
条 件 下 的 最 适 pH. 

pH 与 酶 活性 关系 的 测定 是 在 其 它 条 件 ( 如 底 物 浓度 ` 酶 浓度 
和 反应 温度 等 ) 恒 定 的 最 适 情况 下 ,于 一 系列 变化 的 pH 环境 中 进 
行 初 速度 测定 。 其 图 形 一 般 为 钟 形 曲线 。 实验 中 应 注意 缓冲 液 成 
分 不 应 对 分 析 有 干扰 。 


一 、 试 剂 

0. 2mol/L JT — Re hk = FH (pH2. 5,3. 0.3.5): FA 50ml xk 
YS f# 5. 4g T —RA(MW=270. 0).F8 4mol/L HCl 调 pH 2 2.5 
X 3.0 K 3.5, F Fl 100ml, 

0. 2mol/L 乙酸 缓冲 液 : 用 少量 水 将 无 水 乙酸 钠 溶 解 , 再 加 酸 
后 用 水 定 容 到 100ml, 见 下 表 : 

0. 2mol/L 磷酸 钾 缓 冲 液 (pDH6.0、6.5、7.0):2.72g KH,PO， 
¥% F 50ml 7k, AA lmol/L KOH 调 pH 至 6.0 或 6.5 或 7.0, 最 后 
定 容 到 100ml 。 
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pH 无 水 乙酸 钠 (g) lmol/L 乙酸 (ml) 


3.5 0. 078 19.1 
4.0 0. 223 17. 3 
4.5 0. 549 13.3 
5.0 1. 00 7.8 
5.5 1. 37 3.3 
6.0 1. 54 1.2 
其 它 试剂 同 前 。 

二 、 操 作 方 法 


准备 试管 ,编号 , 按 下 表 顺 序 加 入 各 试剂 。 


1 2 


反应 时 的 pH 2.5 3.0 3.5 3-5 4.0.4.5 5.0.5.5. 6.0.6.0 6.5 7.0 
所 用 缓冲 液 丁 二 酸 系统 乙酸 缓冲 液 系统 磷酸 盐 系 统 
所 用 缓冲 液 

tk #4 (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
酶 液 (稀释 ) 均 为 0. 2ml 


0. 5mol/L 巷 糖 均 为 0. 2ml 


保温 10 分 钟 , 再 加 lml Nelson 试剂 ,沸水 浴 加 热 20 
分 钟 ,冷却 加 lml 砷 钼 酸 试剂 ,5 分 钟 后 加 7ml 水 , 比 
色 。 


A510 
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每 二 种 pH 缓冲 液 反应 系统 均 需 作 一 对 照管 ,只 是 用 水 代 著 
稀释 的 酶 液 , 其 它 全 部 同上 表 中 的 操作 一 样 。 


三 、 结 果 
列 出 不 同 pH 下 酶 活力 数据 ,以 pH 对 活力 作 图 , 找 出 最 适 
pH. 


Ve 酶 的 最 适 温度 


酶 促 反应 与 一 般 化 学 反应 一 样 , 受 温度 的 影响 ,反应 速度 随 温 
度 的 升 高 而 加 快 ,但 因为 酶 是 蛋白 质 , 在 温度 升 高 的 同时 蛋白 质 的 
变性 速度 也 在 加 快 , 从 而 又 使 反应 速度 减 慢 ,直至 使 酶 完全 失 活 。 
因此 温度 对 酶 促 反应 速度 的 影响 具有 双重 性 ,其 表现 是 两 种 对 搞 
效应 的 综合 效果 。 只 有 在 某 一 温度 时 , 酶 促 反应 速度 最 大 ,此 时 的 
温度 称 为 酶 作用 的 最 适 温度 。 

温度 与 酶 活性 的 关系 测定 与 pPH- 酶 活性 关系 测定 方法 类 似 ， 
即 把 其 它 条 件 ( 如 酶 浓度 \ 底 物 浓 度 和 pH 等 ) 固 定 在 最 适 状 态 , 然 
后 在 一 系列 的 不 同 温度 下 进行 初速 度 测定 。 通 过 绘制 温度 - 酶 初速 
度 坐 标 图 ,可 以 得 到 温度 - 酶 活性 曲线 。 

需要 说 明 的 是 ,体外 实验 中 酶 作用 的 最 适 温度 不 是 一 个 恒定 
不 变 的 常数 ,与 反应 时 间 有 关 , 因 此 酶 的 最 适 温度 只 有 在 一 定 条 件 
下 才 有 意义 。 


一 试剂 、 
与 酶 活力 测定 中 的 一 样 。 


二 、 实 验方 法 
本 实验 在 O~ 80°C. 之 间 选 择 不 同 温度 测定 酶 活力 ,以 找 出 酶 
在 此 条 件 下 的 最 适 温 度 。 
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上 8 24 8 OU fe 


反应 时 室温 37 45 50 60 70 80 
温度 CC) 
空白 反应 空白 反应 空白 反应 空白 反应 空白 反应 空白 度 应 窗 百 反应 
乙酸 缓冲 液 均 为 0. 2ml 
H,O(ml) 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 
hes i — 02 — G25 20.8, Hi Die F/ 0.2 -F0.2 — 0.2 
TR ia t(s) 均 为 30 秒 
加 0. 5mol/L FE 均 为 0. 2ml 
反应 时 间 Cmin) 均 为 10 分 钟 
加 Nelson 试剂 1ml 终止 反应 ,沸水 浴 加 热 207 ABBR. 
加 lml 砷 铀 酸 试 剂 ,5 分 钟 后 加 ?ml 水 , 比 色 。 a 
Asio 
三 、 结 果 


列 出 不 同 温度 下 酶 活力 的 实验 测定 数据 ,并 画 出 温度 曲线 , 找 
出 最 适 温度 。 


Vi. 分 子 算 层 析 测 酶 分 子 量 
其 原理 在 前 述 实验 中 已 介绍 过 。 


一 、 试 剂 

葡 聚 糖 凝 胶 (Bio-Gel Al. 5m); 

0. 0O5mol/L Tris,pH7. 2; 

40mg/ml 葡萄 糖 ,可 用 一 周 ; 

2. 0mgy/ml 蓝 色 葡 聚 糖 (Blue Dextran) ,可 保存 三 个 月 ; 

标准 蛋白 混合 液 (4mg/ml) ,用 0.05mol/L Tris 缓冲 液 配 制 ，- 
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其 中 标准 蛋白 有 牛 血 清白 蛋白 、 细 胞 色素 C、 碳 酸 栈 酶 . 卵 清 蛋白 、 
过 氧化 物 酶 ; 2 
待 测 酶 液 C(N )(2mg/ml). 


二 、 操 作 方 法 

将 凝 胶 用 水 预 膨胀 几 天 ,再 装 柱 (lcmX40cm)，, 柱 高 约 35 公 
分 , 装 柱 时 不 能 有 气泡 .分 层 . 断 层 等 现象 ,否则 重 装 。 用 0. 05mol/L 
Tris 缓冲 液 平 衡 。 

测定 外 水 体积 和 内 水 体积 。 取 0. 5ml 的 2mg/ml 蓝 色 葡 聚 糖 
(MW = 2000000) #1 0. 5ml 的 40mg/ml 4 4% (MM = 180) Fw 
混 和 在 一 起 上 柱 。 蓝 色 葡 聚 糖 的 测定 用 肉眼 可 见 ( 峰 波长 一 
610nm) ,葡萄 糖 峰 的 测定 见 葡萄 糖 的 有 色 反 应 。 

将 各 种 标准 蛋白 配 好 后 土 样 0. Sl, BERK (CV) EFF OO. Sml, 4 
别 上 样 洗 脱 , 洗 脱 液 为 0.05mol/L Tris-HCl(pH7. 5) hy, Fick 
为 1ml/2min, 自 动 部 分 收集 器 收集 ,2ml/ 管 ,于 280nm 测定 光 密 
度 确 定 洗 脱 体积 。 


三 :结果 

列 出 外 水 体积 Vo 和 各 种 标准 蛋白 的 洗 脱 体积 V., 以 ViyV。 
对 lg MW 作 图 ,以 酶 样 的 洗 脱 体积 从 图 上 计算 出 芯 糖 酶 的 分 子 
量 。 


Vil. 茂 糖 酶 的 SDS-PAGE 
SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 的 原理 见 有 关 实 验 介绍 。 
一 .试剂 
胶 贮 液 A:32.0g 丙烯 酰胺 和 1.0g 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 用 约 


25ml 水 洲 解 ,然后 定 容 到 100ml。 
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胶 贮 液 BCSDS & t# ¥&, pH7. 0): # 7. 8g NaH,PO, » H,O 和 
20. 0g Na,HPO, (无 水 ) 溶 于 800ml 7k +, #4 pH 至 7.05 再 缓慢 加 
入 2.0g SDS ,将 混合 液 加 热 助 溶 。 最 后 定 容 到 1 升 。 当 甫 于 上 、 下 
极 电 泳 槽 时 应 按 1:1 稀 释 。 

胶 贮 液 C:0.8g 过 硫酸 铵 (AP) 和 0. 13mITEMED FM 100ml 
水 溶解 ,每 天 新 鲜 配 制 。 

0. lmol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pDH7.0):13.7g NaH,PO, + H,O ¥& 
于 800ml 7k, 9 10%NaOH 调 pH 至 7.0, 再 定 容 至 王 升 ; 

5%SDS( 勿 冷冻 ).50% 甘 油 .0. 05% 溴 酚 蓝 ( 棕 色 瓶 贮存 )。 

标准 蛋白 :种 类 有 BF FLEE CMW = 135000), RE BERR A 
(MW = 95000), BE m5 FH RE CMW = 80000), BSA (MW = © 
68000) ,细胞 色素 C(CMW=12400). 58) 8 EA CMW=43000). FA 
0. lmol/L 磷酸 缓冲 液 (pH7. 07( 即 贮 液 B) 将 这 些 标准 蛋白 配 成 ， 
1. 0mgy/ml, 分 装 成 每 管 0. lm, KARE. 

12.5%TCA HER. SSMERLAR BEAM. 


二 、 操 作 方 法 
本 实验 用 连续 SDS- 聚 丙烯 酰胺 垂直 板式 电泳 测定 芒 糖 酶 的 
分 子 量 。 


胶 的 配制 按 下 表 进 行 : 
贮 液 体积 比 贮 液 样品 含量 /100ml pH(25C) 
A ] 32g Arc,1. Og Bis 
0. 78g NaH.PO, - H;O， 
y) ‘ % 
- é 2gNa2HPO,,0. 2g SDS Pee 2 
了 1 0.8g AP,0. 13ml TEMED 
上 极 液 ” 稀释 2 倍 后 用 FB 7 Dt 2 
下 极 液 “稀释 2 倍 后 用 WB 7.0+0. 2 
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按 比 例 配 好 混合 后 ,立即 加 入 到 电泳 胶 醒 中 ,上 面 加 上 “ 梳 
| Mikes 层 水 ,等 聚合 完成 后 将 水 吸 去 。 
样品 处 理 : 
贮 液 也 10p1 
5%SDS(Na #) 201 
B- Fit 2 Z, AF Sul | 沸水 浴 加 热 2 一 3 分 钟 ,冷却 后 上 到 
50% # ih 20p1 | 胶 板 样品 孔 中 ,每 孔 约 100p1 
0.05%% 溴 酚 蓝 2041 
bp ME EA BK 25p1 
-样品 加 完 后 , 装 好 电极 液 , 按 8m A/FL, IK 30 分钟 后 升 高 到 
7mA7 和 孔 , 直 到 溴 酚 蓝 走 至 下 端 前 沿 为 止 。 
Bik sc PG SIRF 12.5%TCA 中 国定 过 夜 , 然 后 于 染 
色 液 中 染色 3 小 时 ,最 后 脱色 至 区 带 清 晰 为 止 。 


三 、 结 果 
量 出 各 有 蛋 和 白带 的 位 置 ,计算 各 种 标准 蛋白 和 酶 的 迁移 率 


ve 二 也 样 品 迁移 距离 区 
HORT EE — Te oe or pe ar | .用 各 种 标准 蛋白 迁移 率 对 lg MW 


作 图 ,从 酶 样 的 相对 迁移 率 求 出 酶 的 分 子 量 。 
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实验 四 十 二 “辅酶 的 测定 


许多 酶 ,如 不 需 氧 脱 氢 酶 .转移 酶 ,要 表现 活性 ,往往 需要 辅酶 
的 参与 .辅酶 在 催化 反应 中 接受 由 底 物 分 子 上 脱 下 的 原子 \. 电 子 或 上 
基 团 ,或 供给 底 物 分 子 以 类 似 物 质 。 酶 蛋白 和 辅酶 分 别 单独 存在 
时 ,都 没有 催化 活性 , 当 两 者 按 一 定 的 比例 关系 相互 结合 成 全 酶 时 
才 具 有 活性 。 利 用 这 些 特性 就 可 以 对 辅酶 进行 测定 .选择 特定 的 
酶 系统 ,在 足够 的 酶 蛋白 存在 下 ,辅酶 浓度 从 低 到 高 ,测定 酶 的 活 
力 与 辅酶 浓度 成 直线 关系 ,根据 酶 表现 出 来 的 活力 计算 出 辅酶 的 是 
含量 。 


[辅酶 工 的 测定 


— RE | 

i 1, Pe HH BB A i RS — KR 48 A NAD*,NAD, 
Col 或 DPN ,其 化 学 式 和 有 关内 容 见 生化 教科 书 的 相关 章节 。 辅 
酶 工 可 被 乙醇 和 乙醇 脱 氢 酶 定量 地 还 原 为 NADH 而 测定 。- 


7, BE ENADt ee NADH+Ht +28 
此 反应 的 平衡 常数 有 利于 NADH 向 NAD+ 的 转化 ,为 使 NAD+ 
被 还 原 , 需 调节 pH 值 至 9 一 10, 并 采用 较 高 浓度 的 乙醇 。 
氧化 型 辅酶 工 的 强 吸 收 峰 在 260nm, 而 还 原型 辅酶 工 在 
260nm 和 340nm 处 各 有 一 吸收 峰 。 因 此 ,可 以 通过 在 340nm HK 
下 光 吸 收 的 增加 来 测定 辅酶 工 的 含量 。 
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二 、 试 剂 

醇 脱 氢 酶 

0. 5mol/L 乙醇 -0. 1Imol/L Tris 洲 液 ,PH10 : 4. 6ml 无 水 乙 
醇 .2. 4g. Tris 用 蒸 馅 水 定 容 到 200ml, 

NAD+ #3% (1mg/ml): 10mg NAD+ 样 品 定 容 到 10ml。 


三 、 操 作 方 法 上 cod 

醇 脱 氢 酶 的 制备 :新 鲜 面 包 酵 母 阴 处 吹 干 后 取 200 克 , 加 
600ml 0. 066mol/L Na:HPO,, 于 37C 下 缓慢 搅拌 2 小 时 ,室温 继 
续 搅 拌 3 小 时 ,3000rpm 离心 15 分 钟 , 弃 沉淀 ,上 清 液 迅 速 加 热 到 
55 C ,保持 15 分 钟 后 立即 冷却 到 0C ,4000rpm 离心 5 分 钟 , 取 上 
清 液 量 出 体积 , 按 100ml 上 清 缓慢 加 入 55ml 一 15C 预 冷 的 丙酮 ， 
此 过 程 始终 保持 在 一 2C (盐水 浴 ) ,然后 冷冻 离心 4000rpm 10 分 
钟 , 弃 沉 淀 ， 取 上 清 再 重复 一 遍 此 步骤 ,沉淀 用 50ml 水 悬浮 , 装 人 
BS PMY RKB 3 一 4 小 时 ,离心 弃 去 白色 沉淀 ,上 清 液 
FA Wii OR Be UL HE (4E 100ml 加 36g (NH,)2SO,) ,0C 放 置 30 分 钟 ,于 
4000rpm 离心 30 分 钟 , 沉 淀 物 用 10ml FE 48 7K A “OES AE 
bere % 55 
HUE 1cm 光 径 的 比 色 杯 ,分 别 标 上 空白 和 样品 字样 ;然后 


分 别 加 下 列 试 剂 : 

空 日 样品 
乙醇 Tris 液 ”0.4ml 0. 4ml 
NAD* — 0. 2ml 
蒸馏 水 2. 5ml 2. 3ml 
醇 脱 氢 酶 液 0. 1ml 0. lml 


在 紫外 分 光 光 度 计 上 先 读 取 加 酶 液 前 的 OD; HE EO ERG 
混 匀 ,再 读 0Dio ,直到 其 读数 不 再 上 升 为 止 , 此 为 下,。 


四 、 结 果 
AOD 340 = (E,— Ev eg mT (E,—E) 4 
NADH Ofc aps AOD AEB BE 


LEMLEXHOT REAR Oe 


0.2 1 
ee sax 198 * 663: 44X> xX 100% 


OD 
= Oo <x 663. 44 100% 


=AOD 0 X 160% 
=1.6X LOD 440 


五 、. 说 明 

由 于 反应 平衡 不 利于 NAD+ 的 还 原 ， 因此 pH 值 和 乙醇 浓度 
是 正确 测定 的 重要 因素 ,乙醇 浓度 不 可 过 高 。 焦 磷酸 盐 能 与 抑制 醇 
脱 氢 酶 的 重金 属 离子 结合 ,因此 可 用 0..5mol/L 乙醇 -0. 1mol/L 
焦 磷 酸 盐 代替 0. Smol/L 乙醇 -0. lmol/L Tris RR. 


L. 辅酶 工 的 测定 一 一 有 有 萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 法 


一 、 原 理 

辅酶 I(NADP+,NADP,TPN st Co I ), 2 Pe 18 BERR ARES 
— KE RRM. NADP 可 通过 葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 催化 还 原 为 
NADPH 而 进行 测定 。 

和 葡萄糖 -6- 磷 酸 十 NADP- 
NADPH 十 H+ 
此 反应 的 平衡 常数 有 利于 NADP*+ 的 定量 还 原 , 根 据 NADPH 在 
340nm 波长 下 光 吸 收 的 增加 来 测定 辅酶 工 的 含量 。 


葡萄 糖 -6- 磷 


AR A OE RC ， 
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二 、 试 剂 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 的 制备 :新 鲜于 酵母 400 克 , 加 1.2 升 
0. 1mol/L FeRAM .40° CHEE 5 小 时 ,5500rpm 离心 30 4 BP, 
得 上 清 液 约 700 毫升 。 该 酶 液 加 3 倍 体积 的 0. 1mol/L NaHCO,, 
如 入 固体 硫酸 铵 至 0.55 饱和 度 , 冷 处 放置 几 小 时 后 于 5500rpm 
离心 30 分 钟 , 收 集 上 清 液 ,再 加 入 固体 硫酸 铵 至 0.8 饱和 度 , 放 
置 ,以 5500rpm 离心 30 分 钟 ,收集 沉淀 ,用 水 溶解 到 400ml。 每 
114ml 酶 液 加 85 毫升 磷酸 钙 凝 胶 (1.6 克 干 重 ),0C 搅 拌 5 分 钟 ， 
离心 去 除 上 清 液 .用 216 毫升 0. 1mol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pDH7. 5) 洗 
涤 凝 胶 ,离心 ,收集 上 清 液 , 用 固体 硫酸 铵 沉淀 ,收集 0.5 到 0.7 饱 
和 度 部 分 ,用 少量 水 溶解 后 冷冻 保存 。 
0. lmol/L 氯化镁 洲 液 。 
al 4a BE-6-BE WR GA YK WRK (10mg/ml): G-6-P + Na; 。3H2O 
100mg 溶 于 10ml RiBK +. 
1 mol/L Tris 缓冲 液 ,pH8.0:12.12g Tris WF 25ml 水 ,再 
加 27. 5ml 2mol/L HCL ,最 后 定 容 到 100ml, 
NADP* 38 }& (mg/ml) :10mg NADP+ 深 于 TOml #4 KP, 


三 、 操 作 方 法 


按 下 表 向 2 个 光 径 为 lem 的 比 色 杯 中 添加 试剂 : 
空白 样品 
Tris 缓冲 液 0. 5ml 0. 5ml 
MgCl, 液 0. 2ml 0. 2ml 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 钠 液 0. Iml 0. Iml 
NADP* ¥& = 0. 2ml 
H,O 2. 1ml 1. 9ml 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 液 0. Iml 0. Iml 


在 紫外 分 光 光 度 计 上 先 读 取 加 酶 前 的 (0Dsoy* 此 为 El, 加 酶 混 匀 
后 i RR OD: 直到 该 值 不 再 上 升 为 止 , 此 为 了 
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四 、 结 果 


人 OP 全 | 三 区) 时 全 (丰产 Esa 
AOD zo X Fa FE AG BL 
NADP* = BWI tar FERRE TM 


7S op ae * 100 
Bem yee 100% 

AOD X a5 、 ' 

=I 622x 108% 143: 4X7 X100% 
de 8X MA OD isso 


. 辅酶 A 的 测定 一 一 乙酰 化 酶 -磺胺 法 : 


一 人 原理 
辅酶 A 主要 是 参与 酰基 化 作用 ,传递 酰基 ， LUE 它 作 为 乙酰 化 
酶 的 辅酶 反应 ， 
ig 辅酶 A 乙酰 基 受 体 
aio a 受 体 


利用 这 ee acnuescos sae 乙酰 基 的 供 体 和 
爱 体 分 别 是 乙酸 盐 和 磺胺 ,在 有 乙酰 化 酶 和 ATP 是 量 的 条 件 下 ， 
辅酶 A 就 能 将 乙酸 根 从 供 体 转移 到 受 体 上 ,形成 乙酰 磺胺 * 辅 酶 
A 是 决定 反应 进行 程度 的 关键 因素 ,多 余 的 未 被 乙酰 化 的 磺胺 经 
重 气 化 后 与 蔡 乙 胺 形成 淡 红 色 溶 液 , 后 者 在 454nm 处 具 最 夫 光 吸 
收 。 测 知 未 乙酰 化 磺胺 的 量 就 可 推算 出 乙酰 化 磺胺 量 。 


= in Fl 
辅酶 A 标准 液 , 用 水 配 成 40 单位 /毫升 ,低温 冷冻 保存 ,用 时 
稀释 (如 5 单位 /毫升 ) 。 
合 液 : 取 纯 度 在 70% 以 上 的 ATP Ml dh 1. 2¢ YF 20mil 
0. lmol/L HCL( 用 冰 浴 ) 中 ,加 0.4g 无 水 硫酸 钠 ; URES. 
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过滤 取 滤液 ,再 加 入 几 粒 硫酸 钠 结 晶 , 如 无 白色 沉淀 产生 则 表明 争 
离子 已 去 尽 。 向 溶液 中 加 入 .25ml 0. 25mol/L 柠檬 酸 钠 ,5. 6ml 
0. O2mol/L. -磺胺 ,6. 25ml 1mol/L ARR R.pH7.0~7. 4, de 1B HK 
至 总 体积 达 126.25 毫升 ,低温 冷冻 保存 。 

lmol/L Tris 液 :12. 1g Tris 溶 于 25ml 水 和 11ml 4mol/L HCl 
中 ,用 0. 5mol/L NaOH i pH 至 8. 0 一 8.4, 最 后 定 容 至 100ml 。 

0. 2mol/L 半 胱 氨 酸 盐 溶液 :1.5763g 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 溶 于 
50ml 蒸 馆 水 中 。 新 鲜 配 制 。 

5% 三 氯 乙酸 液 ; 

0.1%% 亚 硝酸 钠 液 ,新 鲜 配 制 ; 

0.5%% 对 氮 基 磺 酸 氨 溶 液 ; 

0.1%% 莹 乙 胺 盐酸 盐 溶液 。 

乙酰 化 酶 的 制备 : 取 铜 子 断 头 放血 ， 迅速 取出 肝脏 ， 去 脂肪 , 剪 
碎 置 于 一 10C 的 丙酮 (用 固体 CO, 冷冻 ) 中 ,用 组 织 捣 碎 器 的 碎 
2 二 3 分 锅 , 再 用 布 氏 漏斗 抽 滤 ,并 用 无 水 新 鲜 丙 酮 洗 2 二 3 次 , 置 真 
室 干 燥 器 中 干燥 ,在 研 钵 中 研 碎 , 过 20 目 得 ,以 除 结缔 组 织 , 产 物 
即 铝 肝 丙 酮 粉 , 置 干燥 器 冷藏 保存 。 

aS AF A HM A 10 倍 体 积 的 0.02mol/L RRMA AM. 
KW 4000rpm 离心 5 TH RA AIBN LER —20CK 
Oat UO Aa 30 CARI 4 小 时 ,以 破坏 肝 抽 提 液 中 的 辅 
A, AIR LA 20000rpm 离心 10 分 钟 ,得 红色 澄清 液 , 冷 冻 备 用 。 


三 、 操 作 方 法 | 

取 试 管 (10mmX100mm)14 支 , 编 号 按 下 表 加 样 

下 表 各 管 混 匀 后 离心 , 取 上 清 液 lml 加 入 到 预先 有 10ml 
0. 2mol/L HCl 的 试管 中 ,各 加 1ml0. 1%NaNO,.,.# SRE 5 分 
钟 ,再 加 入 lml0. 5%% 对 氨基 葵 磺 酰胺 ,破坏 剩余 的 亚 硝 酸 盐 ,以 免 
于 扰 样品 的 测定 。 在 比 色 前 各 加 lml 0.1% RZ ARE ED, 
用 2cm 光 径 比 色 杯 于 545nm 波长 比 色 测定 , 读 取 OD 值 。 
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12°) 3 lanc5.0 @n097-A Bh 99 Fe A ARs 
1 一 4 HSAH S~IOAMER 11~14 为 待 测 样 


Tris RMR 43H 0. 15ml 
0. 2mol/L Cys 液 : 均 为 0. imi 
CoASH 


样 品 液 .0 0 0 0 0.2 0.2 0.20.4 0.2 a Gee ee 4 
(ml) 


混合 液 均 为 0. 5ml 
H,O (ml) 0. 85 0. 85 0. 85 0. 85 0. 65 0. 65 0. 65.0. 45 0.45 0.45 0. 65 0. 65 0. 45 0. 45 
乙酰 化 酶 液 均 为 0. 15ml 
摇 匀 ,38C 保 持 1. 5 小 时 
5 狼 三 氯 乙酸 均 为 4ml 
四 、 结 果 


将 空白 及 高 剂量 (2U) 和 低 剂量 (1U) 的 OD AFH WS 
OD 值 减 去 各 组 OD 值 , 得 入 OD 值 。 以 标准 样品 的 高 , 低 剂 量 药 
AOD ff Z #19 HE (AODsi + AODs.) Xt EE Ea PAOD 种 之 积 
(AODra 十 AODr ) 即 可 得 出 样品 中 的 相对 比值 ,将 其 乘 上 标准 样 
品 的 单位 浓度 以 及 样品 的 稀释 倍数 即 得 样品 的 单位 值 。 
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实验 四 十 三 ” 抗 生 物 素 蛋白 -生物 素 复 
SY) MASSES 


— AE 

生物 素 是 羧 化 反应 过 程 的 一 种 必需 因子 。 例 如 ,丙酮 酸 羧 化 成 
草 酰 乙酸 的 反应 就 是 由 丙酮 酸 羧 化 酶 催化 完成 的 ,在 该 酶 的 一 个 
赖 氮 酸 残 基 的 se 氨基 上 共 价 结合 有 生物 素 。 生 物 素 转化 为 N- 羧 
化 生物 素 的 反应 部 位 如 下 图 所 示 ，, 箭 头 所 指 的 所 原子 即 为 工 氧化 
碳 结合 位 点 。 驱 动 碳酸 盐 和 生物 素 转化 为 N - 羧 化 生物 素 的 能 量 
.由 ATP 提供 。 


H.C = CH(CH,),COOH 
S 
生物 素 
抗 生 物 素 蛋 白 是 一 种 分 子 量 约 为 66X10: 一 70X10; 的 糖 蛋 
白 〈 在 鸡蛋 清 中 有 几 种 存在 形式 ), 每 分 子 抗 生 物 素 蛋 白 有 四 个 生 
物 素 结合 部 位 ,最 近 的 研究 表明 生物 素 结合 位 点 在 该 蛋白 的 疏水 
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裂隙 中 。 抗 生物 素 蛋 白 的 生物 学 功能 尚 不 清楚 ,但 常食 生 鸡 蛋 者 会 
导致 生物 素 缺 乏 。 

抗 生 物 素 蛋 白 可 与 某 些 阴离子 型 染料 结合 ,如 4! - 
zobenzene-2-carboxylic acid(HABA) ,其 结合 位 点 与 生物 素 结 
位 点 相同 ,但 这 些 染 料 的 结合 要 弱 得 多 (生物 素 的 Ky=10"!yHA. 


BA &) Ka=5- 810°), fi HABA 自身 在 紫 四 光 区 有 吸收 峰 ， ks 5 


=348nm, 4 HABA 与 抗 生 物 素 蛋白 形成 复合 物 时 ,其 Xes 移 向 
500nm ,此 变化 就 是 光谱 测量 的 基础 。 当 波长 选 在 500nm 时 ,自由 
态 和 结合 态 的 HABA 的 摩尔 消光 系数 分 别 为 600 和 34500。 


二 、 试 剂 
纯净 的 抗 生 物 素 蛋 白 试剂 : 用 O. Fiabe Tris-HCl’ an 
(pH7. 0) Be Ae 0. 2mg/ml 的 蛋白 溶液 : Mt Y 


HABA 溶液 :用 0. Imol/L Tris-HCl 缓冲 液 CpH7: 0) 
0. 56mmol/L #y HABA #¥CHABA W4AFBA 242.2). 

A ty) BYE WK: FA 0. lmol/L Tris-HCl & 7} ¥& (pH7. 0) 配制 
0.4mmol/L 的 生物 素 溶 液 ( 生 物 素 的 分 子 量 为 244. 3) 。 

符 测 溶液 :配制 一 定 浓 度 的 纯 抗 生物 素 和 蛋白 洲 液 和 一 定 浓 度 
的 含 其 它 杂 和 蛋白 的 抗 生 物 素 蛋 白 溶 液 。 


=a 

1. 以 2ml 2248 7k YEW ZS ATR 

2. 取 lml HABA 和 lml H:O 混 与 ,于 500nm 波长 下 测 其 
Asoo» LA 2ml H.O E23 4 Xt HB, | 

3. 取 lml HABA 与 lml 纯 抗 生物 素 和 蛋白 溶液 混 匀 , 测 其 
Asmw，, 记 录 下 结果 ,在 此 样品 中 添加 5pl 的 生物 素 溶 液 ,然后 用 取样 
aK HIE A FW As PAR. BARRE em 
加 Spl OAD AAR. ERA. WE Asw，* 如 此 重复 平 去 ,直到 
其 Ainm 值 不 再 发 生变 化 为 止 。 

184 


le EE ED Oe 


4. 取 lml HABA 与 lml 未 知 浓度 的 抗 生 物 素 蛋 日 溶液 混 
匀 ，, 测 其 Am 后 续 步 又 重复 上 述 第 3 步 , 即 每 次 加 5pl EMRE 
液 混 匀 后 , 测 Aso, 这 样 可 获得 第 二 组 数据 。 

Se 用 考 马 斯 亮 蓝 法 测定 未 知 浓度 的 杂 抗 生 物 素 蛋 日 溶液 中 
的 总 蛋白 浓度 ,以 mg/ml 表示 。 


四 、 结 果 与 思考 题 
1. 以 Aso( 作 y 人 元 轴 ) 作 图 , 绘 
油 滴 定 曲线 图 。 

2. 若 二 个 抗 生 物 素 蛋 白 单位 定义 为 结合 1 生物 素 的 量 , 那 
委 在 纯 和 和 杂 抗 生 物 素 蛋白 溶液 中 各 具 多 大 活力 CU/mg)? 

3. 你 所 得 图 形 中 的 交叉 点 有 何 意义 ? 

4. 影响 HABA 结合 的 因素 是 什么 ? 

5. 车 以 lcm 光 径 的 比 色 杯 测量 时 ,计算 0. 28mmol/L HABA 
溶液 的 和 io。 

6. 利用 生物 素 添加 到 HABA 溶液 产生 的 AAsu; 计 算出 HA- 
BA 结合 部 位 被 HABA 占据 时 的 浓度 。 
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实验 四 十 四 “血红 素 的 光 吸 收 测定 


一 原理 
血红 素 是 血红 蛋白 的 辅 基 , 也 是 多 种 中 啉 类 药物 的 前 体 :在 碱 
性 条 件 下 ,血红 素 与 吡啶 反应 转变 成 还 原 性 的 吡啶 血色 珠 , 可 以 进 ， 
行 光 吸收 测定 .该 方法 操作 简便 ` 快 速 ? 结 果 可靠, 是 一 种 很 理想 的 
测定 血红 素 含量 或 纯度 的 方法 ， i 


二 、 试 剂 

标准 氯 化 血 红 素 (含量 99% 以 上 ,MW 王 652. 0); Be Ub th 
STH; jE — WRB As WH Ot ME HR. lmol/L NaOH- POGYORY 
V) 吡 啶 液 ]。 


1. 标准 曲线 制作 

准确 称 取 标 准 氯 化 血红 素 10mg， 用 碱 性 吡啶 深 液 溶解 并 定 
250ml, RK 8 支 试管 ,分 别 准确 吸取 上 述 溶液 0.0. 25,0. 50、 
0.75.1. 00.1. 50 和 1. 75ml, 用 碱 性 吡啶 溶液 稀释 至 12. ml, AM | 
度 分 别 为 0.4.8、12.16.20.24 和 28pg/ml。 向 每 支 试管 加 入 少许 
(保证 过 基 ) 连 二 亚硫酸钠 ,并 播 匀 ,立即 于 557nm 处 测定 其 吸光 
度 。 以 标准 液 的 浓度 为 横 坐 标 , 以 吸光 度 为 纵 坐 标 ,绘制 出 标准 曲 
线 。 

2. 样品 的 测定 

准确 称 取样 品 氯 化 血 红 素 10mg ,用 碱 性 吡啶 溶液 溶解 ,并 定 


三 .操作 方法 
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容 至 50ml。 取 lml 再 稀释 至 12. 5ml。 加 入 连 二 亚硫酸钠 并 摇 匀 ， 
立即 于 557nm 处 测定 吸光 度 。 


四 、 结 果 
根据 样品 的 吸光 度 ,从 标准 曲线 查 出 实际 的 含量 .样品 氯 化 血 
红 素 的 纯度 可 用 下 面 公式 计算 。 


PE MUG MER = FE 100% 
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实验 四 十 五 “维生素 A 的 比 色 测定 


一 、 原 理 
维生素 A 属于 脂 溶性 维生素 ,其 结构 式 如 下 : 


CH; CH; 
ee CH; r CH; 


fa | | | 
ae C—CH—CH—C—CH— CH=CH on 
HOC ema 

oe 


维生素 A EARAR PRS =ALBERABEN KE DIR, 
反应 称 为 Carr-price 反应 ,可 用 于 维生素 A 的 定性 鉴定 和 定量 测 
定 , 所 生成 颜色 的 深浅 与 溶液 中 维生素 A 的 量 成 正比 ,在 一 定时 ， 
间 内 用 分 光 光 度 计 于 620nm 波长 下 测定 其 程度 。 


= it FA 

KOH 溶液 :将 500g KOH 溶 于 500ml 蒸 饮 水 中 ; 

乙醚 :用 前 需 检 查 是 否 含有 过 氧化 氢 , 若 有 则 必需 重 蒸 ; 

乙醇 :乙醇 应 经 脱 醛 处 理 ; 

无 水 硫酸 钠 、 酚 栈 指 示 剂 、 氯 仿 、 醋 酸 酝 ; 

20% ~ 25% = FA 1b # (SbC1,) A Hy M : 20~ 25g SbCl; WF 
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100ml 氯仿 中 ,棕色 瓶 避 光 储存 。 
维生素 A 醋酸 酯 或 维生素 A 标准 油 剂 。 


三 、 操 作 方法 

维生素 A 极 易 被 光 破 坏 , 实 验 应 在 暗室 中 进行 。 

1. 维生素 A 标准 曲线 的 制作 

称 取 一 定量 的 标准 维生素 A, 置 于 容量 瓶 中 用 氯仿 溶解 , 配 成 
100IU/ml 的 标准 液 ,再 用 氯仿 稀释 成 不 同 的 浓度 (如 10,20,30， 
40,50,60,70,80,90,100IU/ml) 的 一 系列 标准 液 。 

Ree. 10ml 氯仿 装 人 一 个 比 色 管 中 , 置 于 比 色 架 的 光 
路 上 ,将 lml 的 氯仿 和 一 系列 标准 液 装 人 对 应 的 比 色 杯 中 ,其 中 
til — 7 BR PROF. FR 110ml 氯仿 于 620nm 条 件 下 调 堆 ,立即 将 光路 
移 至 另 一 比 色 管 ,迅速 加 入 9ml SbCl, 液 ,在 6 秒 内 测 光 密度 值 ， 
依次 测量 各 管 。 

2. 样品 测定 

这 里 采用 研磨 法 测 维生素 A 含量 。 

准确 称 取样 品 (2 一 5g), 置 于 研 钵 内 ,加 入 3 一 5 倍 样品 重量 的 
无 水 硫酸 钠 , 仔 细 研 磨 至 样品 中 的 水 分 完全 被 吸收 ,两 者 混 色 为 
1p 

小 心 将 上 述 研 磨 物 转移 至 带 塞 的 锥 形 瓶 中 ,准确 加 和 50 ~ 
100ml 乙醚 ，* 盖 好 塞 子 ,用 力 摇 2 分 钟 , 使 样品 的 维生素 A SR 
于 乙醚 中 ,将 锥 形 瓶 置 于 冰 水 中 1 一 2 小 时 ,直到 乙醚 液 澄清 为 止 。 

准确 吸取 乙醚 液 2 一 5ml ,放大 比 色 管 中 ,70 一 80C 水 浴 上 抽 气 
蒸 干 ,立即 加 入 氯仿 lml 溶解 残 酒 ,再 加 1 滴 醋 酸 本 和 '9ml SbCl, 
WHE. FE 6 秒 内 测 其 光 密 度 值 . 


四 结果 
1. 以 维生素 A 的 含量 为 横 坐 标 ( 国 际 单位 ), 光 密度 值 为 纵 坐 
标 , 画 出 标准 曲线 。 
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2 3 4 3) eo 


He 4 
编号 
10ml lml 氯仿 三 
维生素 A | ; 
& & (IU) 


2. 据 所 测 的 光 密 度 值 从 标准 曲线 上 查 出 待 测 管 中 维 生 素 A 


的 国际 单位 数 , 再 据 稀 释 关 系 求 出 样品 中 维生素 从 的 量 。 


五 .说 明 | b i 9 one 
1. 用 三 氯 醋酸 代替 SbCl 作 显 色 剂 也 可 测定 维生素 As =e 
醋酸 液 的 制备 如 下 : 取 50 克 三 氯 醋酸 (AR) 深 于 25ml HABHK 
醇 氯仿 中 ( 现 用 现 配 )。 测 定时 加 样 液 lml, 然 后 加 三 氯 醋酸 液 
2ml, 在 620nm 波长 下 测 光 密度 值 。 其 它 各 项 操作 用 三 氧化 锁 法 。 
胡 葛 卜 素 对 维生素 人 和 A 的 测定 有 一 定 的 于 扰 作 用 。- 
2. 乙醚 中 过 氧化 氢 检 查 法 : 取 5ml 乙醚 于 试管 中 ,加 约 lml 
50%% 碘 化 钾 液 , 振 摇 工 分钟 , 若 乙醚 中 含有 过 量 过 氧化 氢 , 则 将 KI 


中 的 碘 氧 化 ,放出 游离 碘 ; 水 层 呈 黄色 ,如 无 明显 黄色 * 可 加 I 泣 ， 


1 为 淀粉 液 ，, 如 有 过 氧化 氢 则 水 层 呈 蓝 色 。 
3. 乙醇 中 醛 的 检查 法 :于 试管 中 加 入 2ml ARAM MK 
Aw > 50%AgNO; 中 直到 氧化 银 的 沉淀 重新 溶解 ,加 人 10% 


NaOH 数 滴 , 如 发 生 沉淀 ,再 加 浓 氨 液 使 其 溶解 )。 加 几 滴 蒸 出 的 乙 


酬 播 习 ,加 入 少量 10%NaOH 加 热 , 若 乙醇 中 无 醛 , 则 没有 银 沉 


省 ,否则 有 银 镜 反 应 。 
RCHO+2AgOH+NH,OH —>RCOONH,+2Ag y +2H,0 


4. SAT ot AD A BA: AG EE AE A Ea 
190 


化 氢 和 光 气 : 
2CHC1; +O, 一 ”2HCL 十 2CClO0 
检查 时 取 少 量 氯仿 于 试管 中 ,加 少许 水 振 播 之 ,使 HCI TAKE, 
Mm Jui AgNO; 液 ,如 有 白色 沉淀 即 说 明 氯 仿 中 有 分 解 物产 生 。 
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实验 四 十 六 ”维生素 B,( 硫 胺 素 ) 的 测定 


—. AB 


维生素 B,( 又 称 硫 胺 素 ) 属 水 溶性 维生素 ,其 分 布 广泛 ,谷类 ， 


种 子 表层 中 含量 尤为 丰富 , 麦 肤 .米糠 和 酵母 均 是 维生素 Bi 的 良 
好 来 源 。 其 鉴定 方法 主要 如 下 : 
1. 重 氮 葵 磺 酸 反应 


维生素 B, 在 碱 性 条 件 下 与 重 氨 化 对 氨基 革 磺 酸 作用 产生 红 


色 ,加 入 少量 甲醛 可 使 红色 稳定 。 本 反应 不 很 灵敏 ,特异 性 也 低 , 但 
操作 简单 迅速 。 


CH 
HCLA “NH, ci ”CH:CH:OH 
| ep + HOS O =n =N-Cl 
N / 


+N 
al u.. 


ite 
H; Lf NH, . HCI 
pore »CH;OH 
SZ 号 和 
ease 
2. 荧光 反应 


硫 胺 素 在 碱 性 条 件 下 与 铁 氰 化 钾 作 用 可 生成 一 种 蓝 色 荧 光 化 
合 物 一 一 胱 氨 硫 胺 素 ( 硫 色素 、 硫 胺 荧 ) ,该 反应 非常 灵敏 。 在 标准 
条 件 下 ,如 果 不 存在 其 它 荧光 物质 ,溶液 的 荧光 强度 与 硫 胺 素 的 浓 
度 成 正比 , 若 样品 中 含 杂 质 过 多 ,应 经 离子 交换 剂 处 理 , 使 硫 胺 素 
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i ao fee, 罗 ! ) +3KOH+ 2K3Fe(CN)<¢ |. 


N 


ER 


二 、 试 剂 
1. BAKAES RRB KR | 
4. 5g 氨基 苯 磺 酸 溶 于 45ml 37%HCl 中 ,将 其 定 容 到 500ml， 
此 为 A 液 ,， 
Hf 2. 5g NaNO, FA HK PE FB 500ml WA BR. 
A.B 两 液 各 1. 5ml 于 50ml 容量 瓶 中 , 冰 浴 5 分 钟 ,再 加 
6mlB 液 ? 混 匀 后 再 冰 浴 5 分 钟 EAS 50ml, 冰 浴 中 保存 。 新 鲜 配 
制 。 此 试剂 于 稀释 后 15 分 钟 到 24 小 时 内 有 效 。 
2. De BRA FA Ba HE PA HR 
氢 氧 化 钠 20g HF 600ml 水 中 ,加 28. 8g NaHCO, AE 
容 到 1000ml 。 
3. 其 它 试剂 
0. 05mol/L HSO, 溶液 .40%% 甲 醛 、 维 生 素 Bi; WAM mg/ml), 
无 水 硫酸 钠 .15% NaOH 溶液 .0. 1mol/L HCl 溶液 、 2. 5mol/L He 
酸 钠 溶 液 .95% 酒 精 ; 
丁 醇 ;:114 一 118C 重 蒸 丁 醇 ; 也 可 用 蜡 丁 醇 
25% 和 氯 化 钾 液 ; 
25%% 酸 性 氯 化 钾 溶液 :8. 5ml 浓 盐 酸 ( 比 重 1.19) 用 25%% 氯 化 
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钾 液 稀释 至 1000mi; 

3% ~5 % BEB : FA 7K 30m! 冰 醋 酸 稀释 到 1000ml; 

1% 铁 氰 化 钾 溶 液 :棕色 瓶 暗 处 冷藏 ; 

碱 性 铁 氰 化 钾 溶 液 : 取 1 毫升 1% 铁 氰 化 钾 液 用 OOR 
液 稀释 到 15ml ,新 鲜 配 制 ,避免 阳 光 直 射 ; 

淀粉 酶 溶液 :可 用 高 峰 淀 粉 酶 (Takadiastase) 和 淀粉 酶 制剂 。 
新 鲜 配 制 成 2% 酶 溶液 或 用 2. Smol/L 醋酸 钠 溶液 配 成 酶 悬浮 液 ; 

0. lmg/ml 硫 胺 素 标准 贮备 液 :将 硫 胺 素 ( 粉 状 晶体 ) 置 于 
CaCl, 干燥 器 中 24 小 时 ,精确 称 取 100mg 溶 于 25% 乙 醇 或 
0. 01mol/L 盐酸 中 ,稀释 至 1000 毫升 ,冷藏 ,5 他 居 下 可 存 数 月 ; — 

0. lug/ml 硫 胺 素 标 准 液 :将 贮备 液 稀 释 1000 FF, LA Ok Fes ] 
至 pH4.5, 新 鲜 配 制 ; 

0. mg/ml 硫酸 奎 宁 液 :用 0. 05mol7E Hi BIE 100mg 硫酸 
奎 宁 至 1000ml ,棕色 瓶 冷藏 保存 。 若 溶液 变 浑 ,应 重 配 ; 

0. l5pg/ml 硫酸 奎 宁 液 :将 1.5ml RRS TU AMC. lmg/ 
ml) 用 0. 05mol/L 硫酸 释 至 1000ml。 此 液 可 用 标准 荧光 玻璃 代 
蔡 ; 

活性 人 造 沸石 :使 用 30 一 50 BR 60~80 目的 混合 体 ; 震 溶液 
中 含量 高 于 7 微克 时 ,可 用 60~80 目 。 

4. 特殊 仪器 

th 2 ih ES CE 80mm, A % 8mm, EA 50ml SIE). 
oY RBS > FF (25~ 30ml) 荧光 计 (Coleman 12 型 )。 


S dR 
1. 重 氮 葵 磺 酸 反应 的 定性 检测 
将 1. 2ml 碱 性 试剂 和 0. 5ml 重 所 化 氨基 葵 磺 酸 液 混 匀 ,加 虽 
滴 40% 甲 醛 液 ,再 向 此 混合 液 立即 加 大 维生素 BiClmg/Anml) 试 液 
( 约 pH5)1ml, 即 产生 红色 ,此 红色 在 30 一 60 PHA BHM. 
2. 维生素 B, 的 定量 测定 
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(1) 提 取 

精确 称 取 一 定量 磨 细 的 样品 ( 硫 胺 素 含 量 在 10 一 30 微克 范围 
内 ), 置 于 100ml 锥 形 瓶 中 ,加 入 75ml 0. lmol/L 盐酸 ,在 沸水 浴 
上 加 热 半 小 时 ,经 常 播 动 ,使 之 均匀 。 

用 2. Smol/L 醋酸 钠 液 调 pH 至 4.5( 以 溴 甲 酚 绿 为 外 指示 
剂 ) 。 

冷却 提取 液 至 室温 ,再 加 入 淀粉 酶 混 悬 液 以 游离 结合 态 的 硫 
胺 素 ,37C 保温 过 夜 或 45 一 50C 保 温 3 小 时 。 冷 却 至 室温 ,用 水 释 
至 100ml , 混 匀 后 过 滤 , 弃 去 最 初 几 毫升 。 

(2) 纯 化 

将 大 造 沸石 装 人 盐 基 交换 管 中 , 约 1/3 体积 ,用 蒸 馆 水 洗 。 

取 25ml 提取 液 加 入 到 上 述 盐 基 交换 管 中 , 控 制 流速 60 滴 / 分 
钟 左 右 。 

用 热 水 洗 盐 基 交 换 管 三 次 ,每 次 约 10ml, 弃 去 洗 液 。 

用 约 10ml 酸性 氧化 钾 热 溶液 洗 脱 , 待 完全 滤 下 后 ,再 加 
10ml ,收集 洗 脱 液 于 25ml 容量 瓶 中 ,冷却 后 用 酸性 氧化 钾 释 至 刻 


‘BE. 


取 25ml 0. lug/ml 硫 胺 素 标准 液 , 用 前 述 步 又 也 进行 纯化 。 
(3) 氧 化 
取 两 个 分 液 离心 管 作 “空白 ”和 “测定 ”标记 ,各 加 入 5ml 纯化 
液 。 在 测定 管 中 加 入 3ml 碱 性 铁 氰 化 钾 液 ,在 空白 管 中 加 入 3ml 
15%NaOH 液 。 两 管 各 加 15ml 丁 醇 ,剧烈 振 摇 90 秒 钟 。 
“用 标准 硫 胺 素 纯 化 液 代 替 样 品 纯化 液 , 同 上 述 重 复 操作 步 
TR 
将 上 述 4 个 分 液 离心 管 离心 ,使 丁 醇 与 碱 液 分 层 。 小 心 将 各 管 
的 下 层 碱 液 弃 去 ,并 各 加 1 一 2 克 无 水 硫酸 钠 , 播 匀 ,离心 。 
(4) 用 荧光 计 分 别 测定 各 管 丁 醇 提 取 液 的 荧光 度 。. 用 硫酸 奎 宁 
应 用 液 校 正 菊 光 计 ,使 电流 指针 位 于 一 定数 字 上 。 


四 、 结 果 


按 下 式 计 算 样 品 RERES My 


6 SRE VBA BEBE HEHE (we) = Fe" x 0: php ae 


式 中 :Tu 为 样品 液 的 发 光度 
Bu 为 样品 空白 液 的 发 光度 
Ts 为 标准 浴 液 的 发 光度 
Bs 为 标准 空白 溶液 的 发 光度 
W 为 样品 的 重量 
V 为 所 用 已 提纯 的 样品 量 ( 毫 升 ) 。 


五 .说 明 

1. 取样 时 因 各 种 材料 中 硫 胺 素 的 含量 不 一 , 据 经 验 ,蔬菜 ,水 
果 和 鱼 类 可 取样 15 一 20g, 谷 类 和 肉 类 2 一 5g, 豆 类 和 和 干果 类 取 
5 和) 

2. BAAS: ify YM BOE BB 20 毫克 本 
计 , 新 鲜 蔬 菜 水 果 按 每 克 加 3 毫克 酶 计 。 
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实验 四 十 七 ”维生素 C 的 定量 测定 
(2,6- 二 毛 酚 静 酚 滴定 法 ) 


一 、 原 理 

还 原型 抗坏血酸 能 还 原 染 料 2.6 ADEM HE ASR 
化 成 脱氧 抗坏血酸 。 在 酸性 溶液 中 ,2,6- 二 氧 酚 靛 酚 呈 红色 ,被 还 
原 后 呈 无 色 。 且 在 酸性 环境 中 ,干扰 物质 与 染料 的 反应 非常 慢 ,而 
抗坏血酸 与 之 反应 的 特异 性 有 一 定 程 度 的 提高 。 当 抗坏血酸 全 部 
被 氧化 后 , 稍 多 加 一 些 染 料 ,使 滴定 液 呈 淡 红 色 , 即 为 终点 。 如 无 其 
它 王 扰 物 质 存 在 ,样品 提取 液 所 还 原 的 标准 染料 量 与 样品 中 所 含 
的 还 原型 抗坏血酸 量 成 正比 。 


二 .试剂 

2%% 草 酸 溶液 :草酸 2g YF 100ml 蒸馏 水 ; 

1% RK A lg 草酸 于 100ml 蒸 馆 水 ; 

标准 抗坏血酸 溶液 :准确 称 取 50. Omg 纯 抗 坏 血 酸 , 溶 于 1%% 
RAM. Hh RS 500ml。 迪 棕色 瓶 ,冷藏 ,最 好 临 用 时 配 
制 ; 

0.1% 2,6- 二 氯 酚 靛 酚 溶 液 : 溶 50mg 2,6- 二 氯 酚 靛 酚 于 
300ml 含有 104mg NaHCO, 的 热 水 中 ,冷却 后 加 水 稀释 至 500ml， 
滤 去 不 溶 物 , 贮 棕色 瓶 内 ,冷藏 (4C 约 可 保存 一 星期 )。 每 次 临 用 
时 ,以 标准 抗坏血酸 溶液 滴定 。 
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= REAR 

1. 提取 

水 洗 净 整 株 新 鲜 蔬 菜 或 松针 , 吸 干 表面 水 分 。 然 后 称 取 20g, 
加 2% 草 酸 100ml SAAB AKO PIT MRR RRRD 5. 0g , 倒 人 
50ml 容量 瓶 中 ,以 2%% 草 酸 溶液 稀释 到 刻度 , 静 置 10 分钟 ,过 滤 
(最 初 数 毫升 滤液 弃 去 ) 之 滤液 备用 或 离心 取 上 清 备用 。 

2. 滴定 

(1) 标 准 液 滴 定 :准确 吸取 标准 抗坏血酸 溶液 1.0ml( 含 
0. lmg 抗坏血酸 ), 置 100ml 锥 形 瓶 中 ,加 9ml 1%% 草 酸 ,微量 滴定 
管 以 0.1% 2,6- 二 氯 酚 靛 酚 滴 定 至 淡 红 色 ,并 保持 1 号 秒 钟 即 为 终 


点 。 由 所 用 染料 的 体积 计算 出 1ml 染料 相当 于 多 少 亚 g 抗坏血酸 。 ~ 


(2) 样 液 滴 定 : 准 确 吸 取 滤 液 或 上 清 液 三 份 ,每 份 10. Oml 分 
别 放 人 二 个 100ml 锥 瓶 中 , 同 前 法 滴定 。 


四 、 说 明 

滴定 速度 宜 迅 速 ,一 般 不 超过 2 分钟. 滴定 所 用 的 染料 不 应 少 
于 lml 或 多 于 4ml, 如 果 样 品 含 抗坏血酸 太 高 或 太 低 时 ,可 酌 量 增 
减 样 液 。 


五 .计算 


VX* <100=100g 样品 中 含 抗坏血酸 mg 数 ， 


V 三 滴定 时 所 用 去 的 染料 ml RK; 
工 二 lml 染料 能 氧化 抗坏血酸 mg BW; 
W=10ml 样 液 相 当 于 含 样品 的 区 数 。 
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分 离 纯 化 核酸 的 一 般 原 则 

核酸 的 分 离 提 取 和 纯化 是 核酸 研究 中 十 分 关键 的 步骤 。 核 酸 
的 分 离 提取 并 没有 统一 的 办 法 ,而 是 根据 核酸 来 源 不 同和 种 类 不 
同 来 决定 选用 什么 方法 但 总 的 要 求 是 去 除 蛋 白质 等 各 种 杂质 , 保 
持 核酸 不 发 生变 性 或 降解 ,最 终 能 得 到 完整 且 具 天 然 生 物 活性 的 
核酸 制品 。 

细胞 内 的 DNA fe RNA 都 是 以 核 蛋 白 的 形式 存在 , 且 两 者 在 
提取 过 程 中 常 混在 一 起 ,同时 细胞 内 还 有 其 它 许多 杂质 ,如 蛋白 
项 :多糖 和 脂 质 ,加 之 核酸 在 细胞 内 含量 较 少 ,所 以 提纯 核酸 样品 
难度 较 大 ， 

核酸 分 子 龙 其 是 DNA 很 不 稳定 , 易 受 高 温 .强酸 、 强 碱 和 其 


” 官 化 学 因素 以 及 机 械 力 的 作用 ,使 DNA 变性 或 降解 而 得 不 到 完 


整 分 子 ,而 且 在 生物 细胞 内 同时 还 含有 分 解 DNA 和 RNA 的 各 种 
核酸 酶 ,如 不 及 时 去 除 或 抑制 这 些 核酸 酶 的 活力 , 则 在 分 离 提 取 过 
程 中 核酸 就 会 被 这 些 酶 降解 ,最 终 甚 至 得 不 到 核酸 制品 ,为 此 在 分 
离 提 取 的 操作 过 程 中 应 注意 以 下 几 点 :@ 防 止 化 学 因素 的 降解 , 避 
免 强 酸 和 强 碱 等 变性 因素 ;@) 防 止 物 理 因素 的 降解 ,避免 高 温 、 机 
械 力 的 作用 ,在 低温 和 pH5 一 9 的 条 件 操作 ,同时 操作 时 动作 轻 
缓 , 搅 拌 要 温和 ,避免 用 细 口 滴 管 吸 放 DNA 等 ;@@ 防 止 核酸 酶 的 
作用 ,特别 是 在 制备 RNA 时 要 防止 RNA 酶 的 降解 作用 ,因为 
RNA 酶 不 需要 二 价 金 属 离子 ,一 般 用 长 合剂 很 难 抑 制 , 且 此 酶 到 
处 存在 ; 极 易 污染 。 为 防止 RNAL: 酶 的 作用 ,一 方面 所 用 器 材 和 试 
剂 必 须 经 高 温 高 压 消 毒 , 同 时 尽早 去 除 蛋白 和 去 尽 蛋 白 , 加 入 
RNA- 酶 的 抑制 剂 , 如 SDS， 皂 土 等 。 对 :DNA 酶 来 说 , 因 其 活性 需 
三 价 金 属 离子 ;只 要 加 入 EDTA :或 柠 榜 酸 钠 等 就 可 抑制 其 活性 。 


核酸 分 离 提 取 和 纯化 的 主要 步骤 和 方法 
分 离 提取 核酸 的 主要 过 程 , 一 般 先 要 经 过 细胞 组 织 的 破碎 ， 然 
后 解 聚 核 蛋 白 并 使 蛋白 质变 性 ,除去 蛋白 和 多 糖 等 杂质 , 抽 提 和 沉 
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的 方法 。 

破碎 细胞 的 方法 有 物理 法 ,如 超声 波 、 匀 数 和 组 织 的 雁 等 ,化 
学 和 生化 的 方法 ,如 去 污 剂 ,蛋白 质变 性 剂 和 溶菌 酶 等 : 对 于 动 植 
物 材 料 , 往 往 先 经 液 氮 速冻 ,然后 在 低温 下 匀 染 或 的 碎 ; 这 样 胸 过 
免 了 核酸 酶 的 作用 ,又 可 使 坚硬 的 植物 组 织 的 碎 。 对 于 细菌 来 说 ，” 
通常 先 用 溶菌 酶 去 壁 ,再 用 去 污 剂 溶解 膜 蛋 白 和 脂肪 达到 破 膜 的 
目的 。 

在 生物 体内 ;DNP fe RNA 通常 都 与 蛋白 质 结合 形 减 核 蛋 自 
复合 物 (分 别称 为 DNA 有 蛋白 DNP 和 RNA 蛋白 RNP) 利用 在 
0.14mol/L 盐 溶 液 中 RNP 溶解 而 DNP 溶 解 度 最 小 这 三 性 质 将 
二 者 分 开 。 通 常 是 将 细胞 提取 物 用 1.0mol/L NaCl BH, KE H 
释 到 0. 14mol/L , 则 DDNP 沉淀 ,离心 所 得 沉淀 即 为 DNP， 

在 核酸 提纯 过 程 中 ,除去 蛋白 质 是 很 关键 的 一 步 j 有 要 除去 蛋白 
质 首 先是 使 核 蛋白 解 聚 和 蛋白 质变 性 ,常用 的 方法 有 # 浓 盐 法 
(10%%NaCl) ,去 污 剂 法 和 有 机 溶剂 法 等 。 目 前 常用 的 去 污 剂 为 十 
二 烷 基 础 酸 钠 (SDS) ,为 一 种 阴离子 去 污 剂 ,同时 又 是 蛋白 硕 的 强 
变性 剂 , 它 可 以 和 有 蛋 和 白质 分 子 上 阳离子 结合 形成 复合 物 , 从 而 达到 
解 聚 核 蛋白 和 使 蛋白 质变 性 的 目的 ,一 般 用 0.5% 去 才 的 SDS tt 
拌 约 3 小 时 ,就 能 使 蛋白 质 充 分 变性 。 酚 和 和 氨 念 则 是 常用 的 有 机 浴 
剂 性 质 的 蛋白 质变 性 剂 。 当 这 些 有 机 溶剂 与 核酸 蛋白 的 水 溶液 振 
荡 混 合 时 ,原来 在 水 溶液 中 的 蛋白 质 在 与 酚 、 氨 仿 接触 后 发 生变 性 
而 与 核酸 分 开 , 离 心 分 层 后 ,变性 并 凝聚 的 蛋白 层 则 处 于 “ 相 的 界 
面 层 ,而 核酸 则 仍 留 在 水 溶液 中 。 一 般 操 作 是 先 用 酚 抽 提 去 蛋白 一 
次 ,取出 水 相 再 用 1 : 1(V/V) 的 酚 : 氨 仿 抽 提 , 最 后 用 氨 仿 再 抽 提 、 
去 除 蛋 白 , 这 样 不 仅 去 蛋白 效果 好 ,而 且 还 可 把 微量 的 酚 从 核酸 样 
品 中 去 掉 。 此 外 ,去 除 蛋 自 质 还 可 以 用 蛋白 酶 的 法 ;让 蛋 店 酶 K， 
此 酶 的 特点 是 水 解 蛋白 质 的 能 力 强 ,在 有 SDS Fe EDTA 的 存在 
下 仍 有 活力 。 
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去 除了 有 蛋白 质 后 的 核酸 溶液 需 进 一 步 使 其 沉淀 和 浓缩 。 沉 演 
法 通常 用 乙醇 ,在 含有 适当 浓度 的 一 价 阳 离子 (如 0.25mol/L 本 
酸 钠 或 0.1mol/L NaCl 或 2. Omol/L 醋酸 铵 等 ) 的 核酸 溶液 中 加 
入 2 倍 体 积 的 预 冷 乙醇 (95%% 一 99%%)，, 混 匀 后 在 一 20C 放 置 30~ 
60 分 钟 就 可 使 核酸 充分 沉淀 ,离心 后 所 得 的 核酸 沉淀 可 按 需 要 溶 
解 成 一 定 浓度 的 核酸 溶液 。 

上 述 方法 得 到 的 粗 品 核酸 若 需 进一步 纯化 ,可 根据 核酸 的 理 
化 性 质 , 如 分 子 量 , 带 电 性 ,溶解 度 , 碱 基 组 成 、 碱 基 顺 序 和 分 子 构 
象 等 选用 特定 的 方法 ,常用 的 方法 包括 超 离心 法 , 凝 胶 电 泳 法 、 各 
种 柱 层 析 法 以 及 分 子 杂 交 等 。 如 用 蔗糖 密度 梯度 离心 可 将 分 子 量 
大 小 不 等 的 线性 DNA 分 开 , 它 可 将 分 子 量 相等 而 构象 不 同 的 均 
一 DNA( 如 某 些 病 毒 DNA) 分 开 ; 用 所 化 钨 密度 梯度 离心 可 将 双 
股 DNA 和 单 股 DNA FA; ABKERS HAVER FR 
白 蛋 白 硅 藻 土 (MAK) 柱 层 析 可 将 变性 DNA 和 天 然 DNA FF; 
特异 亲 和 层 煌 和 免疫 法 分 离 mRNA 。 

BW SSM RA KELA RP RM, RB RR EE 
酸 纯度 的 鉴定 可 以 通过 260nm 和 280nm 的 紫外 吸收 比值 得 到 初 
步 确 认 ，, 再 进一步 可 用 琼脂 糖 凝 胶 或 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 法 确认 。 

经 分 离 纯 化 的 核酸 制剂 为 了 防止 变性 和 降解 ,通常 将 DNA 
溶解 于 PH8 的 10mmol/L Tris-1 mmol/L EDTA #& TE #7 i& 
中 在 4C 下 可 保存 半年 。 此 外 也 可 将 DNA 以 沉淀 形式 保存 在 
75% 乙醇 中 ,在 一 20C 中 可 以 长 期 保存 。 而 RNA 则 可 以 冻 成 干粉 
的 形式 或 在 含 2% 的 醋酸 钠 的 乙醇 中 低温 保存 。 
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实验 四 十 八 _ 核 酸 的 定量 测定 
—— FEB 


一 、 原 理 

+ ik a ite BIL A H, KMCRNA,DNA), BEAR. 
ATP 等 。 磷 的 测定 方法 很 多 ,但 在 生化 研究 中 以 比 色 法 的 应 用 最 
为 广泛 ,该 法 量 微 PGR OE 

核酸 和 核 苷 酸 均 为 含 磷 化 合 物 , 纯 的 核酸 含 磷 量 为 9%《RNA 
含 磷 量 为 8. 5% 一 9. 0% ,DNA WA 9.2% HR). 从 核酸 中 测 得 了 
总 磷 量 ,就 可 知 样品 中 核酸 的 量 , 即 每 测 得 1 毫克 有 机 磷 , 就 表示 
有 11 毫克 的 核酸 。 这 就 是 定 磷 法 的 理论 依据 。 

在 测定 过 程 中 , 浓 硫 酸 与 核酸 共 热 使 其 转变 为 无 机 磷 ( 此 为 消 
化 过 程 ) ,而 无 机 磷 与 定 磷 试 剂 中 的 钼 酸 铵 在 酸性 条 件 下 反应 生成 
磷 钥 酸 铵 , 它 在 还 原 剂 作用 下 被 还 原 成 深蓝 色 的 钼 蓝 ( 高 价 钼 被 还 
原 成 低 价 钼 ), 钼 蓝 在 660nm 处 有 最 大 光 吸 收 峰 。 在 一 定 的 磷 浓 度 
范围 内 , 蓝 色 的 深浅 与 磷 含 量 成 正比 。 

生物 有 机 磷 材 料 中 有 时 含有 无 机 磷 杂 质 ,为 了 消除 无 机 磷 的 
影响 ,应 同时 测定 样品 中 的 总 磷 量 和 样品 中 的 无 机 磷 含 量 ( 样 品 未 
经 消化 而 直接 测定 的 含 磷 量 ) 。 从 总 磷 量 中 减 去 无 机 磷 量 ; 才 是 样 
品 中 的 真正 磷 含 量 。 

核 苷 酸 的 消化 与 核酸 一 样 。 此 外 味 叭 类 核 苷 酸 可 用 工 5niol7L 
HCL 100°C 水 解 1 7)\ At Abe WE ; FE ME FE KF PR BY FA 10mol/L H,SO, 
消化 1 一 2 小 时 脱 磷 。 
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二 .试剂 

1. ty HE BE ik FH) (A BE Syg/ml): 准确 称 取 恒 重 (lo5sC ) 的 
KH,PO, 0.4389g ,用 水 定 容 到 100ml, 此 液 的 浓度 为 Img/ml, 用 
前 再 稀释 200 倍 * 即 为 5ug/ml。 

2. 定 磷 试剂 : 

(GD6mol/ 开 硫酸 : 取 17ml 浓 硫 酸 ( 比 重 1.84) 缓 缓 加 入 83ml 
水 中 。 

@2.5% ARE :2.5¢ 钥 酸 铵 深 于 100ml 水 中 。 

@10%% 抗 坏 血 酸 溶液 : 取 10g 抗坏血酸 溶 于 100ml 水 中 .棕色 
瓶 °C 贮存。 溶液 应 为 淡 黄色 , 深 黄 或 棕色 则 不 能 用 。 

临 用 前 ,将 6mol/L HEB: 2.5% RK: 10K FH MBM: 7k 
=1:1:1:2(V/V) 混 匀 即 可 ,用 棕色 瓶 贮 存 。 

3. HE 16 Fl : Git BR Fd (CuSO, + 5H.O) :硫酸 钊 (K:SO) =1: 4 
(W/W), BRAN . 

4. 30% 过 氧化 氢 、 浓 硫酸 。 


三 ,操作 方法 

1. 制作 磷 标 准 曲 线 : 

Hy fy HE BEA WK (Sug/ml)0,0.5,1.0,1.5,2.0,2.5,3. Oml, AA 
水 补足 到 3ml, 含 磷 量 分 别 为 0,2.5,5,7.5,10,12.5,15wg, 加 定 
Bein 7 3ml HD .45°C 置 放 20 分 钟 , 测 0ODieo。 以 含 磷 量 为 横 坐 
标 OD soo AV WA bp til VE a HE HH 

2. 核酸 中 总 磷 量 的 测定 : 

取 lml 被 测 样品 液 ( 约 含 2. 5 一 5mg 核酸 ,也 可 取 固 体 样 品 )， 
置 于 消化 瓶 中 ,加 入 lml 浓 硫 酸 及 50mg 催化 剂 ,在 消化 炉 上 加 热 
至 发 白 烟 ,样品 由 黑 变 成 淡 黄 色 , 取 下 稍 冷 ,加 数 滴 30% 过 氧化 氢 
液 ,继续 加 热 至 溶液 呈 无 色 可 淡 蓝 色 为 止 , 稍 冷 却 , 加 lml 水 ,于 
100°C 加 热 10 分 钟 使 焦 磷 酸 转 变 为 磷酸 。 冷 至 室温 ,用 蒸馏 水 定 
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容 到 50ml。 与 样品 消化 的 同时 做 空白 对 照 ,空白 瓶 中 不 加 样品 ,用 
水 代替 ,其 它 完全 相同 。 

取 稀 释 后 的 消化 波 lml, 加 水 2ml, = BER) 3ml, #4, 45°C 
放置 20 分 钟 , 于 660nm 处 读 取 OD 值 。 空 白 对 照 同样 操作 。， 

3. 样品 中 无 机 磷 含 量 测定 : 

取 未 消化 的 核酸 样品 液 Iml 用 水 定 容 到 Om, MPR ml, — 
加 2ml 水 ,3ml 定 磷 试 剂 , 播 匀 后 保温 ,然后 读 ODeu。 


四 、 结 果 
”首先 制作 标准 磷 曲 线 。 以 消化 和 未 消化 的 样品 中 的 ODeeo 从 
标准 曲线 上 查 出 各 自 对 应 的 磷 含 量 。 
计算 样品 中 核酸 含量 , 按 下 式 进 行 : 
ALBEE (ug) XDX11 


- oy — We TE Gl) - 
Fein PRR BY = 样品 重量 Cug) x 100 | 


其 中 :有 机 磷 量 (ug) 王 总 磷 量 一 无 机 磷 量 


消化 后 定 容 体积 (ml) 
D 为 称 释 倍数 , 即 消化 时 取样 体积 (ml 
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SWOT BRANES 
| 一 一 定 糖 法 


RNA 含有 核糖 ,DNA 含有 脱氧 核糖 ,二 种 糖 有 不 同 的 颜色 反 
应 ,经 过 呈 色 反应 后 ,所 呈现 的 颜色 深浅 在 一 定 范围 内 与 样品 中 所 
含 的 糖 量 成 正比 。 由 于 常用 的 测 糖 法 只 能 测定 核酸 中 与 味 叭 相连 
接 的 糖 ,而 不 同 来 源 的 核酸 含 味 叭 、 喀 院 的 比例 各 不 相同 , 故 把 测 
定 的 糖 量 来 统一 换算 成 核酸 的 含量 不 很 正确 。 一 般 要 求 用 与 被 测 
核酸 同一 来 源 的 纯 核酸 作 标准 曲线 ,通过 标准 曲线 再 查 出 被 测 样 
的 核酸 含量 ,这 样 可 以 把 误差 减 到 最 小 。 

定 糖 法 多 用 于 大 分 子 核酸 的 测定 ,但 准确 性 和 灵敏 度 较 差 , 干 
扰 物 质 亦 较 多 。 


I.RNA 的 定量 测定 


— BARE 

1. 原理 

RNA fil ik th RSE AE RS DE ARAM KR. THY 
糖 在 浓 酸 中 脱水 环 化 生成 糠 醛 RE SA RH (3,5- HERE) 
成 绿色 物质 ,在 670nm 处 有 最 大 光 吸 收 峰 。RNA 浓度 在 10~ 
100pg/ml 范围 内 其 含量 与 光 密 度 值 成 正比 。 

反应 式 如 下 : 

样品 中 有 和 蛋白质 或 粘 多 糖 或 大 量 DNA HMM EAR. 其 
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中 蛋白 质 可 用 SHE ACRKRERATMWE. BAKE DNA FE 
时 ,加 入 适量 的 CuCl;。H2O 可 减 小 DNA 的 干扰 。 


CHs 


H 
| “HCL eile 
oC 6-08 eee . 

| 一 3H2O0 ja . 


2. 试剂 

苔 黑 酚 试剂 : 取 20g FSB, 13. 5g 硫酸 铁 铵 用 蒸 偏 水 配 成 
500ml, 此 为 储备 液 ,4*C 保存 。 用 前 取 储 备 液 2. 5ml, 加 12mol/L 
HCl 41. 5ml, 再 加 蒸馏 水 到 50ml, 摇 匀 ， 即 为 苦 黑 酚 溶液 。- 


> 蓝 绿色 物质 


ee ee wth eal 


标准 RNA WW: Ga RNA 配 成 100ugy/ml AR. A 


RNA 最 好 与 被 测 样 同 源 。 AUS AAA Me 

3. 操作 方法 

标准 曲线 的 制作 : 取 标 准 RNA 38 WK 0,0. 2,.0. 4,0. 6,0.8, 
1. 0ml, 用 水 补足 到 lml。 加 苦 黑 酚 溶 液 3ml, 置 沸水 浴 中 保温 20 
分 钟 后 立即 冷却 , 测 各 管 ODus。 以 ODs 值 为 纵 坐 标 , 纯 了 NA 量 
(png ) 为 横 坐 标 ,制作 标准 曲线 。 

样品 中 RNA 的 测定 :取样 品 液 lml; 加 昔 黑 酚 溶液 3ml, 其 余 
操作 同 标准 曲线 的 制作 , 测 其 ODus。 空 白 以 水 代替 样品 。 最 后 从 
标准 曲线 上 查 出 样品 液 中 RNA 的 含量 。 


二 改良 若 黑 本 法 
1. RH 
其 原理 与 车 黑 酚 法 相同 ， 只 不 过 本 法 用 铜 离子 代 革 昔 黑 酌 法 
中 的 铁 离子 作 催 化 可 使 反应 灵敏 度 提高 一 倍 以 上 。 待 测 溶液 中 
RNA 的 浓度 在 5~50pg/ml THA. HS EAS RNA 含量 成 
线性 关系 。 
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2. 试剂 

营 黑 酚 试 剂 : 取 5g FSBRBF 10ml 95% 乙 醇 中 ,此 溶液 为 
深 红 色 ， 称 为 贮备 液 3 取 :0.75g A Hl (CuCl, + 2H.0)% F 500ml 
12mol/L HC] 中 ,溶液 呈 深 黄色 。 用 前 取 贮 备 液 2ml 与 100ml 铜 
离子 溶液 混 匀 即 可 。 

RNA 标准 溶液 :用 lmmol/L NaOH 作 淤 剂 ， 将 RNA 配 成 
50wg/ml。 

待 测 RNA 洲 液 :其 浓度 控制 在 20~50pg/ml 范围 内 。 

3. 操作 方法 

标准 曲线 的 制作 : 取 试 管 编号 ,分 别 加 RNA 标准 溶液 (50pg/ 
ml)0,0.2,0.4,0.8,1.2,1.6,2.0ml, 用 水 补足 到 2ml。. 各 管 中 均 加 
大 营 黑 酚 : 铜 离子 试剂 2. Om, a F 100°C 保温 35 分 钟 ,冷却 
Ja WW ODen. LA OD570 A WA tr 下 NA & (yg) A te A ty till (FE tr te 
曲线 。 

样品 中 RNA 含量 的 测定 : 取 待 测 溶液 2ml ,加 苔 黑 酚 - 铜 离子 
试剂 2ml, 以 后 操作 同 标准 曲线 的 制作 方法 ,最 后 测 其 OD 20s MO 
准 曲线 上 查 出 待 测 样 中 RNA 的 含量 。 


I.DNA 的 定量 测定 


waa BRIE 

1. 原理 

DNA @i ff Ja AE a ER RS RRA A A 
Be TE BR HE ARE be 7k AE a w-- #8 SE -Y- A EMRE. EC RE TARR 
应 生成 蓝 色 复 合 物 ;其 最 大 光 吸 收 在 595nm, 可 用 比 色 法 测定 。 样 
品 中 DNA 浓度 在 50~500ng/ml 范围 内 ,其 光 密 度 值 与 DNA 含 
量 成 正比 。 样 品 中 若 有 少量 RNA 对 测定 结果 影响 不 大 ,但 镁 盐 、 
蛋白质、 多 糖 及 其 衍生 物 .芳香 醛 、 羟基 醛 对 测定 有 于 扰 。 

2. 试剂 
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二 苯胺 试剂 : 取 lg — ARB F 98ml KBR, 和 
H,SO, 2ml ,冰箱 4°C 保存 ,当天 使 用 。 

DNA 标准 溶液 ,500uwg/ml, 可 用 水 或 5mmolZLINaOH fF & 
剂 。 其 准确 含量 需 用 定 磷 法 确定 。 

DNA 待 测 溶 液 :可 配 成 100 一 400wg/ml。 

3. 操作 方法 

标准 曲线 的 制作 : 取 试 管 编号 ,分 别 加 DNA 标准 溶液 
(500pkg/ml)0,0. 2,0. 4,0. 6,0. 8,1. Oml, FA 2K #h & ZI) 1. Oml, 再 各 
加 二 苯胺 试剂 2. ml, 2A A 100°C KB +R 10 HL 
后 测 0)Dsss。 以 ODs95 FA AB fp, AE DNA 含量 (pg) 为 横 坐 标 , 绘 制 
出 标准 曲线 。 | 

待 测 样品 中 DNA 的 测定 : 取 DNA 待 测 液 lml, 1 THR 
剂 2. 5ml KARE RE. KES AME OD, Merve te be 
Hi DNA 的 含量 。 


二 改良 二 苯胺 法 

1. 原理 

其 原理 同 二 苯胺 法 。 加 入 乙 醛 增 加 二 苯胺 法 测定 DNA 时 的 
发 色 量 ,乙酸 乙 酯 可 把 反应 中 形成 的 蓝 色 产物 抽 提 到 有 机 相 中 进 
行 浓缩 ,灵敏度 大 大 提高 。 样 品 中 DNA 浓度 在 10 一 150pg/ml 范 
围 内 ,其 光 密 度 值 与 DNA 的 含量 成 线性 关系 。 

2. 试剂 

42% 二 苯胺 冰 酷 酸 溶液 : 取 4g 重 结晶 的 二 葵 胺 加 少量 冰 酷 酸 
微 热 溶解 后 ， Hn Tk BAR 100ml, 当天 使 用 。 

20% it AR, HL 71. 4ml 分 析 纯 70% 过 氯 酸 (HCIGO， vIn 
250ml, 

0.16 乙 醛 水 溶液 : 取 0. 4ml 40% AB win 7k A 100ml, 

DNA 标准 溶液 ,100kg/ml; 

待 测 DNA 溶液 ;20 一 60kg/ml; ‘ 
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乙酸 戊 酯 。 

3. 操作 方法 

标准 曲线 的 制作 : 取 试 管 编号 ,于 各 管 中 分 别 加 入 DNA 标准 
溶液 (100xg/ml)0,0.2,0.4,0.6,0.8,1.2,1.4,1.6 和 2.0ml, 用 
水 补足 到 2.0mly 再 各 加 入 2ml 20% 过 氯 酸 溶 液 ,4ml 4% 二 苯胺 
溶液 和 0. 2ml 0. 16%% 乙 醛 水 溶液 ,充分 摇 匀 后 于 56°C 保温 1 小 
时 ,流动 水 疹 却 后 ,各 管 再 加 2ml 乙酸 成 酯 ,剧烈 振 葛 , 静 置 5 一 10 
分 钟 ,或 以 3000rpm 离心 1 分 钟 ,使 有 机 相 与 水 相 分 开 , 测 定 有 机 
相 的 ODj;s (可 选用 0. 5cm 光 径 的 比 色 杯 )。 以 ODi;s: 为 纵 坐 标 ， 
DNA 量 (Ci) 为 横 坐 标 绘 出 标准 曲线 。 

WHE DNA 含量 的 测定 : 取 :DNA 待 测 溶液 2ml 进行 反 
应 ;操作 同上 ,最 后 同样 测定 ODsws。 然 后 从 标准 曲线 上 查 出 其 
DNA 含量 。 


更 
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实验 五 十 ”核酸 的 定量 测定 
一 一 紫外 吸收 法 


一 、 原 理 

核酸 及 其 衍生 物 、 核 苷 酸 、 核 苷 、 喀 啶 和 嗓 叭 均 有 紫外 吸收 的 
性 质 。 其 吸收 高 峰 在 260nm 波长 处 。 核 酸 的 摩尔 消光 系统 用 * 
(P) 来 表示 ,es(P) 为 每 升 溶液 中 含有 1 克 原 子 核酸 磷 的 光 吸 收 值 
( 即 A 值 )( 见 下 表 )。 测 得 未 知 浓 度 核酸 溶液 的 Axeo 值 , 即 可 计算 
出 其 中 RNA 或 DNA 的 含量 。 该 法 操作 简便 、 迅 速 ,对 样品 无 损 。 


核酸 摩尔 消光 系数 及 相关 值 
e(P) A 
& BEE C%) re 
(pH7.260nm) (lug/ml) 

RNA 7700~ 7800 9.5 0. 022~0. 024 
DNA-Na 盐 | 

6600 9. 2 0. 020 
(小 牛 胸腺 ) 


蛋白 质 和 核 苷 酸 等 也 有 紫外 吸收 。 通 常 蛋白 质 的 吸收 高 峰 在 
280nm 波长 处 ,在 260nm 处 吸收 值 仅 为 核酸 的 1/10 或 更 低 , 因 此 
对 于 含有 微量 蛋白 质 的 核酸 样品 ,测定 误差 较 小 。RNA 的 260nm 
与 280nm 吸收 比值 在 2.0 以 上 ;DNA 的 260nm 和 280nm 吸收 比 
值 在 1. 9 左右 , 当 样 品 中 蛋白 质 含量 较 高 时 ,比值 下 降 。 若 样品 中 
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混 有 大 量 的 蛋白 质 和 核 背 酸 等 紫外 吸收 物质 时 ,应 设法 除去 。 


= it Al 

1. 铀 酸 铵 -过 氯 酸 沉淀 剂 : 取 3. 6ml 70% ARA O. 25g AR 
FRYE 96. 4ml 水 中 , 即 成 0.25% 钼 酸 铵 -2.5% 过 氯 酸 溶液 。 

2.5%~6%AK. 

3. 测试 样品 :RNA 或 DNA 干粉 。 


= RAE 

1. 准确 称 取样 品 若 于 ,加 入 少量 0.01mol/L NaOH 调 成 糊 
状 , 再 加 适量 水 ,用 5%% 一 6%% 氮 水 调 至 PH7. 0, 最 后 加 水 配 成 每 毫 
升 含 5 一 50wg 核酸 的 溶液 ,于 紫外 分 光 光 度 计 上 测定 Aco ARE 
酸 浓度 。 


Arco 
RNA ME (ug/ml) =~ 094KL 


a 260 
DNA 浓度 (ng/ml) 一 和 070YT 020 <1. x N 


式 中 ,Axz6o 为 260nm 波长 处 光 吸 收 值 ; 
L 为 比 色 杯 厚 度 , 即 光 径 ,1lcms 
N 为 稀释 倍数 ; 
0. 024 为 每 毫升 溶液 含 lug RNA 的 Axeo 值 ; 
0.020 为 每 毫升 溶液 中 含 lug DNA 的 A:xeo 值 。 
2. 如 果 待 测 溶液 中 含有 酸 洲 性 核 苷 酸 或 可 透 折 的 低 聚 多 核 苷 
酸 , 需 在 测定 时 加 钼 酸 铵 和 过 和 氯 酸 溢 液 沉淀 剂 ,去 除 大 分 子 核 酸 ， 
ERR WRAY Acco fi TEA Xt FB. 
准确 称 取 待 测 核酸 样品 0.50g, 加 少量 0. Olmol/L NaOH 调 
成 糊 状 ,再 加 适量 水 ,用 5%% 一 6% 氮 水 调 至 pH7. 0, 定 容 至 50ml。 
取 两 支 离 心 管 , 甲 管 加 和 人 2ml 样品 溶液 和 2ml 蒸 馅 水 , 乙 管 
加 人 2ml 样品 溶液 和 2ml 沉淀 剂 , 混 匀 , 在 冰 浴 上 放置 30 分 钟 ， 
以 3000rpm 离心 10 分 钟 。 从 甲 、 乙 管 中 分 别 吸取 0. 5ml EMR, 
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用 蒸 馆 水 定 容 至 50ml , 选 光 程 为 lem MK ER, F 260nm 波长 处 
测 A260 
计算 : 


RNA( 或 DNA) 浓 度 二 -人 和 aa 


0. 024(mR 0. 020) XL* 
式 中 ,AA2:eo 为 甲 管 稀释 液 的 Azeo 减 去 乙 管 稀释 液 的 A:o 值 。 


oy _lml 待 测 液 中 测 得 的 核酸 微克 数 、 
核酸 %% 一 iml 待 测 液 中 制品 的 微克 数 “ 色 100 


在 本 实验 中 ,lml 待 测 液 中 制品 量 为 Ong. 


N 
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实验 五 十 一 “细胞 核 的 分 离 


一 、 原 理 

细胞 核 是 真 核 生物 染色 质 和 基因 活动 的 场所 。 为 了 研究 细胞 
核 及 其 组 成 成 分 ,如 妆 色 质 .DNA 及 核 内 小 RNA, 研 究 核 小 体 结 
构 、 基 因 表 达 及 其 调控 过 程 ,都 需 分 离 纯净 的 细胞 核 。 对 于 分 离 的 
细胞 核 , 要 求 形态 完整 , 核 内 成 分 无 渗 漏 ,不 污染 细胞 质 成 分 , 如 核 
糖 体 、 线 粒 体 的 污染 ,并 有 较 高 的 得 率 。 为 此 目的 ,在 分 离 核 的 过 程 
中 应 采取 各 种 措施 ,如 选用 合适 的 pH 和 介质 ,加 入 一 定 种 类 的 二 
价 阳 离子 和 去 污 剂 ,在 低温 条 件 下 操作 等 ,所 有 这 些 都 是 加 强 核 膜 
韧性 ,消除 核 膜 对 细胞 质 成 分 的 吸附 ,防止 核 的 自 溶 作用 等 。 

根据 实验 的 需要 可 以 选择 不 同 的 分 离 细 胞 核 方 法 ,通常 采用 
的 方法 主要 有 以 下 几 种 :第 一 种 方法 是 由 J. Chauveau 等 (1956) 提 
出 的 蕊 糖水 溶液 法 , 它 是 基于 细胞 核 的 比重 较 大 ,在 高 密度 介质 
中 ,在 高 速 离心 条 件 下 被 沉降 下 来 ,从 而 达到 细胞 核 与 其 它 细胞 质 
成 分 分 开 的 目的 .其 适用 面 广 ,所 得 核 纯度 较 高 ,又 保持 生物 活性 。 
但 不 适 于 某 些 细胞 (如 肿瘤 细胞 .胸腺 细胞 .表皮 细胞 、 精 巢 细 胞 
等 ) 的 核 分 离 , 且 需 芒 糖 量 大 , 需 高 速 离心 机 。 第 二 种 方法 是 柠檬 酸 
水 溶液 法 , 它 是 由 Douncl 于 1963 年 提出 的 ,其 优点 是 细胞 其 它 成 
分 的 污染 程度 低 , 核 破碎 率 低 ,能 保证 高 分 子 量 核酸 的 进一步 提 
纯 . 第 三 种 方法 是 有 机 溶剂 法 ,经 Allfrey 改进 ,其 特点 是 可 以 防止 
核 内 水 溶性 成 分 的 渗 漏 ,也 能 阻止 细胞 质 的 某 些 成 分 进入 核 内 ,但 
不 能 保持 细胞 核 的 正常 形态 ,导致 核 内 某 些 酶 的 失 活 ,故常 用 于 定 
量 分 析 细 胞 核 的 生化 成 分 及 其 它 研究 目的 。 以 上 几 种 方法 各 有 优 
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缺点 ,可 选择 使 用 。 

细胞 核 纯 度 的 鉴定 可 从 两 方面 进行 ,一 是 形态 学 观察 ,如 光学 
显微镜 或 电子 显微镜 的 利用 ;二 是 生物 化 学 方法 ,如 测定 某 些 细胞 
质 酶 的 活力 (如 过 氧化 氢 酶 、 碱 性 磷酸 酶 、 演 粉 酶 、 脂 酶 等 )。 

本 详 验 主要 介绍 水 溶液 作为 介质 分 离 细 胞 核 的 方法 。 


二 、 实 验 内 容 

(一 ) 方 法 一 : 柠 榜 酸 水 溶液 法 

1. 原理 

取 组 织 在 一 定 浓度 的 柠檬 酸 溶 液 中 匀 浆 ,通过 差 速 离心 ,把 比 
重 较 大 的 细胞 核 从 细胞 质 成 分 和 碎片 的 悬浮 液 申 沉 汪 玉 来 ,然后 
通过 芒 糖 梯度 离心 ,除去 吸附 于 核 膜 上 的 细胞 质 颗 粒 物 质 , 获 得 较 
纯净 的 细胞 核 。 + Be . » | 

TRRERAANREHMRABREA . BZBALHKARTUR 
抑制 核酸 酶 * 还 有 降低 介质 的 pH 值 , 减 少 核 的 破碎 作用 2 柠檬 酸 
浓度 对 分 离 细胞 核 的 质量 有 较 大 影响 ,通常 在 较 低 ;pH 时 ;可 以 得 
到 较 高 纯度 的 细胞 核 , 但 过 酸 时 可 能 引起 细胞 核 成 分 的 改变 及 酶 
活性 的 丧失 。 为 了 研究 细胞 核 内 的 核酸 时 常用 pH4;* 甚 至 pH2.5 
的 条 件 分 离 细 胞 核 ; 寿 为 了 研究 细胞 核 内 的 酶 时 , 则 需 较 温和 的 条 
件 , 如 以 pH6 一 6.2 的 极 稀 柠 檬 酸 ,分 离 细 胞 核 。 

BE fa) (BA IZ KA. 

2. 试剂 | 

0.9%F 16 #4 W WW. 25mmol/L FF BR MRM, 0. 25mol/L fe H- 
25mmol/L. 柠檬 酸 .0. 88mmol/L. FE HF-25mmol/L FRR. 

后 4 Pein A By On AE BREA CPMSPF), #K EW 0. lmmol/L, ,可 
4e Be A 50mmol/L Ay PMSF J ¥&:0. 87g PMSF FA 100ml HRA 
醇 或 95%% 乙 醇 溶解 ,用 前 按 稀 释 比 例 加 入 到 各 试剂 中 。 

RSB ¥W ¥:10mmol/L NaCl，3mmolL CaCl., 10mmol/L 
Tris-HCl,pH7. 5. 
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3. 操作 方法 

PLR 24 小 时 的 动物 (大 白鼠 ) , 断 颈 杀 死 ,取出 肝脏 ,用 冷 生 
理 盐水 充分 漂洗 ,用 滤纸 吸 干 液体 ,可 冰冻 (一 20"C) 保 存 或 直接 用 
于 以 下 步骤 。 

肝脏 去 除 脂肪 和 结缔 组 织 后 ,加 10 倍 体积 的 25mmol/L 柠檬 
酸 溶液 , 匀 浆 破碎 细胞 ,再 用 2 一 4 层 纱布 过 滤 。 

滤液 用 1000Xg 离心 10 分 钟 , 弃 去 上 清 。 

沉淀 用 25mmol/L 柠檬 酸 液 重复 洗涤 一 次 。 

该 沉淀 用 玻璃 匀 浆 器 使 之 悬浮 于 .0.25molL 蔗糖 
-25mmoljE 柠 檬 酸 液 中 (如 100ml), 然 后 铺 在 离心 管内 3 倍 体积 
的 0.88mol/L 蔗糖 -25mmol/L 柠檬 酸 溶液 之 上 ,以 3000Xg 离心 
10 分 钟 , 可 得 较 纯净 的 细胞 核 沉淀 。 

细胞 核 悬 浮 于 RSB 溶液 中 ,经 1600Xg 离心 10 分 钟 。 重 复 洗 
涤 二 次 ,解除 酸 环境 ,获得 较 纯 的 细胞 核 , 纯 核 悬 浮 于 RSB 溶液 
中 ,4"C 能 保持 几 天 不 失 活 。 

若 需 长 期 保存 ,可 将 核 悬 浮 于 0.01lmmol/L EDTA- 
0. 5mmol/L 二 硫 苏 糖 醇 -5mmol/L MgCl 一 25% 甘 油 -50mmolVL 
Tris-HCICPH7.4) 的 缓冲 液 中 于 一 70"C 保存 数 月 。 

(二 ) 方 法 二 :蔗糖 水 溶液 法 分 离 大 鼠 肝 细胞 核 

1. 原理 

肝脏 组 织 在 含有 Ca 盖 的 蔗糖 水 溶液 中 匀 浆 后 经 一 定 浓 度 芒 
糖 梯度 离心 ,可 将 比重 大 的 细胞 核 沉 省 下 来 。 芒 糖 既 是 高 密度 介 
质 ,又 能 防止 细胞 核 自 溶 ,Ca 天 能 减少 细胞 核 的 脆性 ,防止 核 自 浴 
和 集聚 成 团 。 

2. 试剂 

A 理 盐 水 0.32mol/L FE $¥-4mmol/L CaCl, FW MR, 
0. 25mol/L. fF $¥-3mmol/L CaCl, 溶液 .0. 34mol/L Fe #¥-3mmol/L 
CaCl, 溶液 、2. 20mol/L FE ¥¥-3mmol/L CaCl, WR. 

以 上 溶液 中 均 含 0. lmmol/L PMSF, 
215 


3. 操作 方法 

取 20g 肝脏 组 织 在 冰 浴 中 剪 碎 ,加 100ml 0. 32mol/L 若 糖 - 
4mmol/L CaCl, 液 , 匀 桨 ,再 用 纱布 过 滤 ,滤液 经 600Xg 10 
at th FL 

i EN 50ml 0. 25mol/L FE ##-3mmol/L CaCl, #$ZBH.R 

后 将 该 悬浮 液 铺 在 等 体积 的 0. 34mol/L FE H-3mmol/L CaCl, 液 
上 ,经 1600Xg 离心 10 分 钟 ? 小 心 弃 去 上 清 。 

核 沉 淀 用 9 FEAR FA AY 2. 20mol/L FE RE-3mmol/L CaCl, 党 站 
悬浮 ,经 45000Xg 离心 1 VN, Ai UT HE FAO. 34mol/L. fF 48 - 
3mmol/L CaCl, 溶液 悬浮 ,经 600Xg BL 1046, Brae A 
胞 核 沉 淀 。 核 可 用 RSB 液 漂 洗 后 保存 或 备用 。 
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实验 五 十 二 “染色 质 结构 和 组 成 分 析 


一 、 原理 

真 核 生 物 DNA 是 以 染色 质 形 式 存 在 ,其 结构 的 基本 单元 是 
Bk, 该 颗粒 由 H2A,H2B,H3, fl H4 几 种 组 蛋白 和 一 段 长 度 
A] 4B (165~ 220bp) & DNA 组 成 。 八 聚 体 组 蛋白 的 外 周 缠 以 
DNA, 这 段 DNA 在 真 核 生 物 中 具有 固定 长 度 , 即 146 碱 基 对 
(bp), 也 叫 核心 DNA。 连 接 两 个 核心 颗粒 间 的 DNA 叫 连 接 
DNA, 它 的 长 度 可 变性 决定 了 核 小 核 DNA 的 长 度 可 变性 。 第 五 种 
组 蛋白 是 HI 它 在 核心 颗粒 之 外 ,与 连接 DNA 结合 。 核 小 体 的 大 
水 以 碱 基 对 表示 , 即 两 个 邻近 的 连接 DNA 中 心 的 距离 。. 

组 蛋白 从 染色 质 或 核 中 的 提取 是 依据 它们 在 稀 酸 中 独特 的 游 
解 性 (如 在 0.25mol/L HCl 或 0. 2mol/L H,SO, 中 的 溶解 ) 而 进行 
的 ;在 这 样 的 酸性 条 件 下 几乎 没有 其 它 可 溶性 蛋白 存在 ,尤其 是 在 
鸡 红 细胞 中 。 


二 、 试 剂 

取 鸡 血 时 注意 容器 中 要 预先 放 人 冷 的 'SSC 缓冲 液 防止 血 凝 。 

SSC 缓冲 液 :0. 15mol/L NaCl,15mmol/L 柠檬 酸 钠 缓冲 液 。 

红细胞 裂解 缓冲 液 : 含 10mmol/L NaCl, 5mmol/L MgCl, 
0.5%Triton X-100 的 10mmol/L Tris-HCL 绥 冲 液 , pH7.4: 

网 织 红细胞 标准 缓冲 液 : 含 1mmol/L CaCl,,10mmol/! NaCl 
的 10mmol/L Tris-HCl 缓冲 液 ,pH7. 4。 

微 球 菌 核酸 酶 :用 蒸 饮 水 配 成 150 单位 / 凡 , 分 装 成 Syl 的 小 
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包装 并 冷冻 贮存 待 用 。 

蛋白 酶 K: 用 蒸 饮水 配 成 25mg/ml, 冷 冻 贮 存 

酚 溶液 :新 鲜 配 制 的 饱和 酚 溶 液 , 加 入 8- REM EZAK 
度 为 0.1%(W/V)。 

Tris- 硼 R-EDTA 缓冲 液 : 含 89mmol/L WM, 89mmol/L 
Tris,1mmol/L EDTA, 

电泳 样品 缓冲 液 ( 用 于 DNA): A® 0. 04% 22 BH HK 0. 04% — 
甲 茶 氰 FF.5% 甘 油 的 Tris- 硼 酸 -EDTA 缓冲 液 。 

省 化 乙 锭 :用 水 配 成 10mg/ml, 暗 中 贮存 。 

标准 DNA: 用 HpaI 消 化 的 PBR322 质粒 ,或 用 Msp:I 消化 
的 pBR322 质粒 ,用 样品 缓冲 液 配 成 1xg/pls 


三 、 操 作 方 法 

1. 鸡 红细胞 核 的 分 离 

新 鲜 鸡 血 用 等 体积 的 冷 SSC 缓冲 液 混 匀 ， 以 下 程序 在 4°C 进 
行 操 作 。 用 500Xg 离心 10 分 钟 获得 红细胞 沉淀 ;沉淀 用 SSC 组 
冲 液 洗 两 次 ,获得 的 红细胞 用 4 倍 体积 的 裂解 缓冲 液 悬 浮 并 搅拌 
90 分 钟 , 核 即 可 释放 出 来 ,在 1000Xg 条 件 下 离心 10 分 钟 可 得 核 
沉淀 ,同样 再 用 该 缓冲 液 洗 几 次 ,直到 上 清 液 清 亮 透 明 为 业 * 此 时 
获得 的 核 可 用 于 进一步 分 析 , 也 可 用 裂解 缓冲 液 加 66 MCV /V DE 
油 悬 浮 成 大 约 4X10? 个 /ml 的 浓度 于 一 20"C 贮存 数 月 。 

2. 核 蛋 白 成 分 分 析 : 

取 SOul 核 悬 浮 液 转移 到 0. 5ml 的 Eppendorf 管 中 , 在 涉 离心 
机 上 高 速 离心 (10000r/min)2 分 钟 收集 核 , 弃 去 上 清 后 加 2200pl 
的 SDS 样品 液 , 振 荡 、 悬 浮 核 。 从 核 中 释放 出 来 的 DNA 形成 的 粘 
胶 样 物质 ,将 其 沸水 浴 保 持 :3 分 钟 ,再 在 离心 机 上 高 速 离心 10 分 
钟 WUE Im AAR BEA. 

3. ARAN A : 

将 SOul PE 4G K BI 1. 5ml 的 Eppendorf 管 中 , 用 lml 的 
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ae Fa ee ee eee : 


网 织 细胞 标准 缓冲 液 (RSB 液 ) 稀 释 , 如 2 ROMER HELE 
清 后 用 0. 25mol/L HCl 50wl 再 悬浮 并 振 功 混 匀 ,室温 放 置 工 小 
时 ;再 离心 收集 上 清 。 另 向 沉淀 中 加 5Opul 0. 25mol/L HCL 重复 前 
二 步骤 ,合并 两 次 离心 的 上 清 后 加 8 倍 体积 冷 丙酮 用 于 沉淀 组 蛋 
白 ,一 20?C 放置 过 夜 。 第 三 天 离心 收集 组 蛋白 沉淀 ,并 用 丙酮 洗 三 
次 后 风干 ,沉淀 用 200xlSDS 样品 液 溶 解 ,然后 同 2 步 一 样 进 行 沸 
水 浴 , 离 心 操 作 。 所 得 样品 为 “组 蛋白 ” 样 。 

4. 蛋白 质 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 

用 SDS- 聚 丙 酰 胺 凝 胶 电 泳 分析 上 述 获 得 的 两 个 样品 ,浓缩 胶 
浓度 为 7.5% ,分 离 胶 浓 度 为 15% ,详细 操作 步骤 可 见 实 验 28。 

5. 用 微 球 菌 核酸 酶 消化 分 离 的 核 : 

取 50p] 核 转移 到 1. 5ml 的 Eppendorf 管 中 , 并 用 lml RSB ® 
冲 液 悬 浮 , 同 步骤 2 中 离心 2 分 钟 , 取 沉 淀 , 奔 上 清 后 再 悬浮 于 
]ml RSB 缓冲 液 中 ; 取 一 份 Syl 的 微 球菌 核酸 酶 用 55ul RSB 缓冲 


液 黎 释 ,其 终 浓度 为 1. 25 单位 /ol。 向 盛 有 样品 的 下 ppendorf 管 中 


加 入 2~16yl 的 核酸 酶 液 于 37°C 保温 ,反应 开始 时 开始 记 时 ,0 分 
钟 作 为 对 照 , 然 后 分 别 于 5,10,15,20,25,30 分 钟 分 别 取出 300pl 
反应 液 转移 到 一 个 预 加 了 30nl 的 冷 100mmol/L EDTA 的 试管 
中 ,以 终止 反应 ,最 后 再 加 入 33ul 10%SDS 和 1. Sul 蛋白 酶 K 于 
各 Eppendorf 管 中 , 并 于 37°C 保温 30 分 钟 , 完 毕 后 加 入 等 体积 的 
酚 溶液 , 振 功 混 匀 ,再 离心 5 分 钟 进行 分 离 , 将 水 相 ( 上 层 ) 转 移 到 
新 的 上 ppendorf 管 中 , 并 加 入 等 体积 的 氯仿 : 异 成 醇 (24 : 1， 
V/V) BRE. 

将 水 层 转 移 到 新 的 Eppendorf 管 中 , 加 入 6yl Smol/L NaCl 
和 2 倍 体积 的 冷 乙 醇 ,一 20*C 保存 30 分 钟 ,高 速 离心 15 分 钟 后 
收集 DNA 沉淀 ,再 用 0.5ml 70% 乙醇 洗涤 沉淀 ,同上 弃 去 上 清 ， 
风干 沉 演 ,最 后 用 电泳 样品 缓冲 液 10 一 20 凡 溶解 待 用 。 

用 Tris- 硼酸 -EDTA 缓冲 液 配制 1. 8% AY BRAS BR BE Re. PER 
大 小 可 选 15X1llcm, 其 余 步 骤 可 参见 实验 6。 电 泳 条 件 为 100V， 
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Bi Bll 3 Bl 3K Bee 1 KAD. tHE DNA 可 用 于 核 小 体 DNA 4 F 
大 小 的 参照 。 

核 小 体 DNA 的 大 小 可 以 通过 作 图 法 计算 ,首先 量 出 每 条 带 
中心 位 置 ) 的 迁移 距离 ,标准 大 小 的 DNA 参照 用 于 其 大 小 的 对 
数值 对 迁移 距离 作 图 。 


实验 五 十 三 ” 核 苷 酸 的 电泳 分 离 鉴定 


1. RBKED ABER 


— AB 

带电 荷 的 物质 在 电场 中 向 阳极 或 阴极 移动 的 现象 称 为 电泳 。 

核 苷 酸 上 有 各 种 可 解 离 基 团 , 妥 善 控制 条 件 , 因 各 种 不 同 的 成 
分 带 上 不 同 的 净 电 荷 ,使 其 在 电场 中 移动 的 速度 不 一 样 , 从 而 达到 
分 离 的 目的 。 就 核 苷 酸 而 言 , 其 上 可 解 离 基 团 有 磷酸 基 , 碱 基 环 的 
N AR iF A i FE, SC EE BD Bi BR ES HE TA — Ak — 
EERAK ARARBASHR LOHR ASRLAK, 
HERARAR NITEM. KURA HES KER EB N 
杂 原 子 的 解 离 差 异 ( 见 下 表 )。 


WHERE pH3. 5$ 时 离子 化 程度 与 净 负 电荷 


核 苷 酸 名 称 WER AA pKa fi ”离子 化 程度 净 负 电荷 
UMP one —1. 00 
GMP 2. 30 0. 06 一 0. 94 


AMP 
CMP 


a 
Da | 
nr 


0. 54 一 0. 46 
0. 89 —0. 1] 


= 
to 
oO 


从 表 中 可 以 看 出 ,各 核 苷 酸 在 PHS. 5 时 ,氨基 解 离 差异 最 大 , 故 
pH3. 5 是 最 适 电泳 pH 条 件 。 此 时 各 核 背 酸 的 磷酸 基 一 级 解 离 已 
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完全 ( 带 一 个 负电 荷 ), 而 二 级 解 离 尚未 进行 。 
用 滤纸 作为 支持 物 的 电泳 称 为 纸 电 泳 分 析 法 。 


= itl 
柠檬 酸 缓冲 液 (pH3. 5) : RAT RRMR(C.H.O, * H.0)16. 2g, 柠檬 

= #4(Na;C,H,O, + 2H.0)6. 7g 用 蒸 馅 水 溶解 , 定 容 到 2000ml。 
标准 核 苷 酸 液 0AMP.GMP.CMP 、UMP) 用 水 配 成 smgy/ml。 
未 知 成 分 的 核 苷 酸 混和 液 .滤纸 .电泳 配套 装置 。 


三 、 操 作 方法 

准备 好 电泳 槽 ,向 二 边 槽 内 加 入 柠檬 酸 缓冲 液 (pH3: 5) ,使 两 
边 等 高 。 

取 滤 纸 30X 10cm, Zé BE AG — Hy 10cm 处 用 铅笔 轻 划 一 基线 ， 
从 基点 中 间 开 始 向 左右 两 侧 间 隔 1. Sem 作 一 记号 , 共 5 点 ,用 于 
点 样 。 用 毛细 管 将 各 标准 液 AMP.GMP、.CMP、.UMP MA AI ADE 
和 液 分 别 点 于 滤纸 的 各 记号 处 ,每 样 点 2 一 3 玲 幸 注 关 相间 元 | 
超过 2mm。 用 吹风 机 吹 于 。 

电泳 :用 喷雾 器 将 电泳 缓冲 液 (pH3: 5 3) 5) Sha ka 
处 最 后 喷 ) ,然后 将 滤纸 平整 地 放 在 电泳 槽 的 滤纸 架 上 * 纸 三 端午 
入 电极 缓冲 液 中 , 盖 上 盖子 平衡 5 分 钟 , 接 上 电极 ,点 样 端 在 负极 ， 
接 通电 源 ,调整 电压 在 .300V, 室 温 通电 .2 小 时 。 电泳 华语 ,关闭 电 
源 取出 滤纸 ;将 其 烘 于 (或 电 获 风 或 80 一 50"C HEAD) = 

将 烘 干 的 滤纸 于 紫外 灯 下 观察 ,用 铅笔 将 各 斑点 划 出 .比较 标 
准 品 与 待 测 品 ,确定 混合 液 中 为 哪 种 核 苷 酸 。 

将 电泳 结果 画 在 实验 报告 本 上 。 


.琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 核 音 酸 


此 法 的 分 离 原理 与 纸 电泳 原理 相同 。 
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a 


本 法 的 分 离 效 果 更 好 , 且 电 泳 时 间 短 。 如 AMP, ADP, ATP 


”的 分 离 只 需 10 分 钟 ; PARR, SR, ME. MRE 


它们 的 核 苷 、 核 苷 一 磷酸 、 核 苷 二 磷酸 和 核 苷 三 磷酸 只 需 15 分 
钟 。 


一 、 试 剂 
0. OSmol/L 柠檬 酸 -柠檬 酸 钠 缓 冲 液 (pPH3.1)、 琼脂 糖 、 标 准 
BBR wR (AMP.GMP,.CMP,.UMP) (用 水 配 成 10mg/ml) 。 


一 六 操作 方法 

取 0. 4g 琼脂 糖 用 50ml 水 溶解 , 另 取 '50ml 的 0.05mol/L FF 
檬 酸 缓冲 液 (pPH3. 1) ,加 热 到 60"C, 立 即 与 前 者 混 匀 ， 取 其 15ml 平 
铺 于 电泳 板 上 (9X10cmy) ,使 琼脂 糖 凝结 。 

在 电泳 槽 中 倒 人 pH3. 1 的 柠檬 酸 缓冲 液 ,使 两 边 的 液 面 同 
高 ,然后 将 铺 好 胶 的 电泳 板 放 人 覃 内 ,用 滤纸 桥 将 凝 胶 板 aeEe 
相连 。 

取 新 华 层 析 滤 纸 (4* ) 前 成 1.5X8mnm 大 小 共 5 张 ,然后 取 每 
PP hn HE YF RA FW PE 108l 点 到 相应 的 纸 片 上 ,再 将 此 滤纸 片 逐 
个 按 序 岩 人 到 琼脂 糖 凝 胶 上 ( 距 一 端 8mm.) ,滤纸 条 之 间 的 距离 为 
1. 5cm 左右 :同时 距 一 端 均 为 8mm , 排 成 一 排 。 

接 通电 源 , 负 极 靠 滤纸 条 一 端 , 调 电 压 为 300V, 电 泳 10 分 钟 ， 
关闭 电源 ,取出 凝 胶 板 于 紫外 灯 下 观察 。 用 记号 笔 在 背面 作 上 记 - 
号 ,比较 各 样 之 间 的 电泳 情况 。 

将 结果 画 在 报告 本 上 。 


醋酸 纤维 素 薄 膜 电 KA ) RKP 
其 分 离 原 理 同 低 电 泳 分 离 核 苷 酸 一 样 。 
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一 、 试 剂 
0. O2mol/L 柠檬 酸 缓冲 液 (pDH3.5)、 醋 酸 纤 维 素 薄 膜 。 


二 、 操 作 方 法 
有 关 醋 酸 纤维 素 薄膜 的 处 理 参见 血清 蛋白 的 醋酸 纤维 素 薄 膜 
电泳 分 离 法 。 
同样 采用 水 平 式 电泳 槽 进行 电泳 ,其 操作 与 纸 电泳 CI 7 相似。 
醋酸 纤维 素 薄 膜 裁 成 2X8cm, 先 浸泡 ,然后 凉 于 ,于 粗糙 面 点 


样 ( 距 一 端 1. 5cm) ,斑点 直径 2 一 3mm, 然 后 置 于 电泳 槽 上 ,以 滤 琶 


纸 作 电 桥 ,平衡 10 分 钟 , 电 泳 条 件 为 电压 10V/em 4 CR 100~ = 
150V) ,电流 0. 4~0. 6mA/cm 宽 , 电 泳 1 小 时 ; 毕 后 ,于 紫外 灯 下 
鉴定 电泳 结果 。 


实验 五 十 四 “小 牛 胸腺 DNA 的 提取 


一 、 原 理 

小 牛 胸腺 和 鱼 类 精子 含有 较 多 的 DNA, 是 提取 DNA 的 良好 
材料 。 

动 植 物 的 DNA 是 以 核 蛋 和 白 的 形式 存在 于 生物 中 (主要 在 核 
内 ), 而 DNA 核 蛋 白 (DNP) 在 0.14mol/L NaCl WR PY fF EE 
低 , 仅 是 它 在 纯 水 中 的 1% ,而 在 Imol/L NaCl BRP, HY EE 
至 少 是 纯 水 中 的 二 倍 。 相 反 , 核 糖 核 蛋白 (RNP) 能 在 0. 14mol/L 
NaCl 溶液 中 洲 解 。 利 用 这 一 性 质 , 可 使 脱氧 核糖 核 蛋 白 与 核糖 核 
蛋白 分 开 , 当 核 蛋 白 与 氯仿 一 起 振 功 或 在 氯仿 中 透析 时 ,和 蛋白 质变 
性 而 与 核酸 分 开 ,核酸 继 续 保 留 于 水 相 中 ,可 用 乙醇 使 其 析出 。 

二 、 试 剂 

新 鲜 小 牛 胸腺 ; 

CS 缓冲 液 :2. 94 克 柠 檬 酸 钠 和 9.0 克 NaCl 溶 于 1 升水 , 调 
pH # 7.0; 

0. lmol/L EDTA; 37. 2 3% EDTA 二 钠 盐 溶 于 1 升水 中 ; 

1.0mmol/ EDTA:10ml 0. lmol/LEDTA ®RRF 2 1 升 ; 

0. 15mmol/ 柠檬 酸 钠 溶液 (pPRH7.0): 称 取 44.1 WHER 
钠 , 溶 解 加 入 4mol/L HCl 调 pH 至 7.0, 然 后 定 容 至 1 升 ; 

20%SDS:40. 0g SDS 缓慢 溶解 于 200ml 水 中 ; 

氯仿 - 异 成 醇 (24 : 1) 

0. 4mol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pPH7.0): 称 54.8 克 NaH,PO，。 
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H,O ¥% ¥ 800ml 水 中 ,用 6mol/L NaOH #4 pH 2 7.0,4@42 1 
Wr | 
0. imol/L B ® #A-1. Ommoi/L-EDTA (pH7. 0): 取 250ml 
0. 4mol/L BF RAR MF MR (pH7. 0) Hi A 10ml 0. ee 的 EDTA 
R.A pH 至 7.0 稀释 至 1 升 。 


= EAE 

1. 称 取 15 克 小 牛 胸腺 ， 吻 除 脂肪 ， 剪 碎 加 50ml CS: 缓冲 液 ,高 
HAR 5 分 钟 。 

2. 匀 浆 液 倒 人 离心 管 中 , 以 6500rpm 离心 15 分 钟 。 

3. 去 除 表面 脂 层 和 上 清 液 ,将 沉淀 物 置 于 匀 浆 器 中 ,加 50ml 
CS 缓冲 液 , 匀 浆 。 

4. 重复 步骤 2 和 .3 将 沉淀 物 悬 浮 于 90ml pH7. 0 柠檬 酸 钠 溶 
液 中 ,转移 到 烧杯 中 ,加 8ml 20% SDS 溶液 ,要 缓慢 加 和 人， 约 : 15 分 
钟 , 用 磁力 搅拌 器 继续 搅拌 5 分 钟 , 可 见 悬 浮 液 粘度 增 大 ;然后 在 
55°C 水 浴 中 保温 15 分 钟 , 并 不 断 搅拌 。 再 于 此 时 加 大 8 克 NaCl 
固体 ,继续 搅拌 10 分 钟 直 至 盐 全 部 溶解 。 

5. 冷却 后 转移 到 250ml 的 分 液 漏 斗 或 具 塞 三 角 瓶 中 ,加 
100ml 氯仿 - 异 戊 醇 (24 : 1) 溶 液 ,彻底 摇 匀 。 

6. 将 上 述 溶液 以 10000r/min 离心 15 分 钟 * 奔 去 中 间 的 白色 
凝 胶 物 和 和 氯仿 层 , 保 留 上 清 层 并 绥 缓 加 入 三 倍 体积 的 预 冷 乙醇 
(95 上 %% ) , 边 加 边 搅 ,用 玻 棒 缠绕 DNA AEF. OS UAB 
次 ,后 用 分 析 纯 丙酮 清洗 ,直至 洗 出 液 不 混浊 ,将 IDNA 从 玻 棒 上 
RIP FPR PURER, iS ihe 再 以 SC 缓冲 
液 溶解 ,用 定量 法 测定 其 DNA 含量 :可 计算 出 净 得 率 和 产物 纯 
BE. 
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ENS ee ee 


实验 五 十 五 ”植物 DNA 的 提取 


一 、 原 理 

本 法 是 植物 总 DNA 的 提取 方法 。 先 将 新 鲜 的 叶片 在 液 所 中 
研磨 以 机 械 力 破碎 细胞 壁 ,然后 加 入 SDS 使 细胞 膜 破 裂 , 并 同时 
将 蛋白 质 和 多 糖 等 杂质 与 核酸 分 开 。 加 入 KAc 可 使 SDS-HAR 
复合 物 转变 为 溶解 度 更 小 的 钾 盐 形式 ,使 沉淀 更 加 完全 。 


二 、 试 剂 

DNA 提取 缓冲 液 :100mmol/L Tris-HCl, pH8. 0;50mmol/L 
EDTA pH8. 0;500mmol/L NaCl;10mmol/L o-%iZHEZE. 

Tris/EDTA 缓冲 液 ;50mmol/L Tris-HCl pH8. 0;10mmol/L 
EDTA, pH8. 0. 

10%SDS 洲 液 ;5mol/L KAc;3mol/L NaAc; #AB;Z2B. 


三 、 操 作 方法 

1. 取 1]1 克 幼 叶 组 织 , 用 液 氮 研磨 至 粉末 。 

2. 将 粉末 转 人 一 个 50ml 离心 管 中 , 加 15ml DNA 抽 提 缓冲 
液 ,用 玻 棒 或 倒 管 混 和 均匀 。 

3. 加 入 2ml 10%SDS ,激烈 摇动 离心 管 以 混和 均匀 ,然后 在 
65°C 水 浴 中 保温 12 分钟 ,并 间或 倒 管 。 此 步 因 SDS 于 解冻 提取 物 
Fy ite WK 65°C 有 利于 SDS 彻底 溶解 并 与 提取 物 充 分 混 匀 。 

4. 加 入 5ml 5mol/L KAc, 颠 倒 管 以 充分 混 匀 , 冰 浴 放置 30 分 
钟 。 
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5. 4°C,12000rpm 离心 30 分 钟 ,去 上 相 转 人 一 洁净 离心 管 , 加 
人 15ml 异 丙 醇 ( 预 冷 至 一 20"C) ,仔细 混 匀 后 并 于 一 20"C 沉淀 30 
分 钟 。 

6. 4"C,8000rpm 离心 20 分 钟 , 去 上 相 , 将 沉淀 物 吹 干 或 抽 真 
空 (只 需 部 分 干燥 ) 。 

7. 温和 地 将 沉淀 物 溶 于 700kl TE 缓冲 液 中 ,并 将 其 转 人 一 于 
Eppendorf 管 中 ,15000rpm 离心 5 分 钟 去 除 污染 物 。 

8. 转移 上 相 至 另 一 Eppendorf 管 中 , 加 入 75pl 3mol/L. NaAc 
(pH5. 2) ,加 500pl fi¥*# B—20°C 的 异 丙 醇 ,充分 混 匀 ,出 现 丝 状 
核酸 沉淀 物 ,如 果 未 形成 沉淀 , 则 置 冰 上 10 分 钟 。 

9. 15000rpm 离心 30 秒 ,小 心 奔 上 相 。 

10. 用 80 儿 乙醇 冲洗 沉淀 两 次 ,真空 抽 王 或 歇 于 ,于 80 则 无 菌 
重 蒸 水 中 洲 解 。 沉 淀 应 是 白色 、 紧 密 的 丝 状 物 , 最 后 将 DNA 于 4"C 
下 再 溶解 1~2 小 时 ,确保 DNA 充分 溶解 。 

11. 电泳 鉴定 DNA RE... 


四 、 说 明 

本 法 适 于 许多 禾 谷 类 DNA 的 提取 ,DNA 产 率 可 达 40 一 
120pg/g 鲜 重 幼 叶 。 

ix ANH) DNA 制品 溶液 可 用 于 限制 性 内 切 酶 消化 (7 一 10 内 )， 
Southern 杂交 分 析 等 。 酶 切 消化 时 需 加 大 酶 量 并 反应 ;3 一 全 小 时 。 
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实验 五 十 六 ”从 细菌 细胞 中 提取 DNA 


— Az 

染色 体 DNA (RNG FRA, BSB EMR SEM HG 
的 形式 很 难 。 目 前 虽 有 不 少 分 离 方 法 可 以 得 到 有 活性 的 DNA, 但 
不 意味 着 它 毫 无 损伤 。 这 些 方法 的 产物 仍然 是 具 高 分 子 量 的 稳定 
形式 , 且 RNA 和 蛋白质 污染 程度 低 ,本 实验 中 就 是 介绍 这 样 一 个 
对 大 多 数 微 生物 都 适用 的 方法 。 

在 实验 中 影响 DNA 结构 的 因素 主要 有 以 下 几 个 ;pH 值 、 温 
度 、 离 子 强度 、 细 胞 自身 因素 和 机 械 作用 。- 一 般 的 分 离 过 程 可 以 分 
HES, | 

1. 破 细胞 辟 

破 细胞 膜 将 DNA 释放 到 一 个 合适 的 介质 中 去 ,保证 DNA 的 
可 溶性 和 防止 DNA 被 降解 。 

破 细胞 壁 常用 溶菌 酶 完成 , 它 能 催化 胞 壁 糖分 的 糖苷 键 断 裂 ， 
引起 外 膜 破裂 释放 出 DNA 和 其 它 细 胞 成 分 ;溶解 DNA 的 介质 是 
一 不 售 EDTA 的 钠 盐 溶液 ，EDTA 有 两 个 作用 ,二 是 可 结合 与 
DNA 中 的 磁 酸 根 成 盐 的 二 些 二 价 金属 离子 (如 Cd?+、Mg2+、 
Mn5+) ,二 是 抑制 脱氧 核糖 核酸 酶 ,因为 这 些 酶 需 Mgs#+ 或 Mn2+ 
PERE RAS AK YE DNA 提取 过 程 中 的 整合 剂 ; 不 过 它 结 合 Mn2+ 
的 效果 不 好 。 而 弱 碱 性 环境 (pH8) 能 减弱 DNA 与 组 蛋白 ,多 胺 之 
间 的 电荷 作用 力 ,当然 相对 高 的 pH 也 能 降低 核酸 酶 活力 和 使 蛋 
白质 变性 : 

2. 蛋白 质 -DNA 复合 物 的 解 离 
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Kis A BRAAU RB EB a AE AS oe fe BY 
DNA 骨架 间 的 离子 作用 ,如 阴离子 去 污 剂 SDS, 能 与 蛋白 质 结 合 
并 使 它们 带 土 大 量 的 负电 荷 , 同 时 SDS 也 能 使 脱氧 核糖 核酸 酶 和 
其 它 蛋 白质 变性 。 有 利于 蛋白 质 -DNA 复合 物 解 离 的 是 高 pH， 它 
能 减少 组 蛋白 的 正 电 和 荷 性 质 。 高 浓度 的 盐 ( 如 ;NaCl 和 或 高 氧 酸 钠 ) 


也 利于 这 样 的 解 离 和 消除 带 正 电 荷 的 胺 类 , 减 小 了 DNA SPAR 


子 之 间 的 离子 作用 。 

3.DNA 与 其 它 可 溶性 细胞 成 分 的 分 离 

在 沉淀 DNA 之 前 ,要 先 去 蛋白 。 经 过 氯仿 / 蜡 戊 醇 的 处 理 后 
离心 即 可 达 此 目的 ,离心 后 溶液 可 见 三 层 : 士 是 为 水 相 ,* 焉 层 为 有 
机 相 , 二 者 之 间 存 在 有 变性 蛋白 带 , 其 中 氯仿 促使 蛋白 质变 性 , 蜡 
成 醇 则 起 消除 泡沫 和 稳定 二 相 的 界面 之 作用 。， 


含 核酸 的 上 层 水 相 在 加 和 乙醇 后 DNA 就 会 沉 省 出 来 , 这 是 环 


境 介 电 常数 变化 引起 ,但 此 DNA 中 仍 会 有 RNA- 和 和 蛋白 质 的 污染 ， 
和 蛋白质 的 进一步 去 除 可 重复 上 述 操作 。RNA 的 去 除 可 采用 去 蛋白 
5 再 经 异 丙 醇 沉淀 ,RNA 就 会 在 溶液 中 出 
。 经 过 多 步 的 去 蛋白 质 和 乙醇 沉淀 可 获得 较 高 纯度 的 DNA。 
本 法 大 约 有 50% 的 细胞 DNA 可 获得 ,平均 每 克 湿 细胞 得 
1 一 2mgDNA ,所 得 DNA 的 分 子 量 为 10X10s5。 
DNA 的 纯度 可 用 许多 方法 进行 确定 ,其 中 较 方 便 的 如 紫外 光 
吸收 法 ,根据 DNA 的 结构 特点 , 它 在 260nm 有 最 大 吸收 峰 , 而 蛋 
白质 的 吸收 峰 主 要 在 280nm，, 通 过 Asoo / Argo LE 1A A WA i HE DNA 
样品 中 核酸 与 蛋白 质 的 份量 。 分 离 的 DNA Aogo/Acgo ft 58 1B A 
1. 9, 比 值 越 低 , 蛋 白质 污染 越 厉 害 。 
下 面 是 分 离 DNA 的 流程 图 : 


二 、 材 料 和 试剂 
细菌 细胞 , 湿 包 装 用 2 一 3g, 干 粉 样 用 0. 5g ,建议 使 用 如 act 
lus subtilus,M& Escherichia coli, Clostridium welchii , 
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细菌 细胞 


1. 用 NaCI/EDTA 悬浮 
2. 加 溶菌 酶 温 育 

3. 加 25%SDS ,热处理 
4. 加 高 氯 酸 钠 

5. 加 氯仿 / RR 
6.10000 又 离心 


IK 中 间 变 性 蛋白 有 机 相 
(EE) (FEB) 
加 95% 乙醇 
水 相 DNA 沉淀 
RIPE RB 


NaCl-EDTA ¥% ¥:0.15mol/L NaCl 加 0.1mol/L EDTA, 
pH8; 

SDS , 25 % % F 7k ; 

10mg/ml 溶菌 酶 溶液 ,用 水 配制 ; 

Smol/L i A AR AA 

SA : FEI BE (24 : 1); 

95%% 乙 醇 ; 
NaCl-#fF #& A YE WK: 0. 15mol/L. NaCl, 0.015mol/L FRR. 
pH7. 0; ‘ 7 

离心 机 ,紫外 分 光 光 度 计 ,水 浴 模 ,磁力 搅拌 器 。， 


三 ` 操 作 方 法 
1.DNA 的 分 离 
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取 适 量 菌 体 ( 湿 2~ 3g, FB 0. 5g) A 25ml NaCl-EDTA WR 
WF 125ml 容量 瓶 中 ,加 lml 溶菌 酶 溶液 (10mg 该 酶 ), 混 匀 后 于 
37°C 温 育 30~45 分 钟 , 加 2ml 25%SDS Ww A eB 
混 匀 于 60°C 加 热 10 分 钟 , 轻 组 搅拌 以 避免 产生 过 多 泡沫 ,溶液 粘 
度 增加 ,透明 度 下 降 表 明 核 酸 已 从 裂解 细胞 中 释放 出 来 。 

将 加 热 过 的 混合 物 用 冷水 冲 冷 至 室温 ,加 9. 0ml 5mol/L 高 
毛 酸 钠 使 其 终 浓 度 为 1mol/L， 轻 轻 混 匀 ,再 加 与 其 相等 体积 ( 约 ， 
40~ 45m) HAH: FRE (24: 1) 洲 液 , 置 于 分 液 漏 斗 中 振 葛 20 
~30 分 钟 ,而 后 将 此 溶液 转移 到 离心 管 中 于 10000Xg BO 5 
钟 , 结 果 可 见 三 层 ,小 心 将 水 相 转 移 到 一 个 125ml 的 烧杯 中 ,小 心 
加 入 2 倍 体积 的 95%% 乙 醇 ,用 玻璃 棒 缓 缓 搅拌 ,可 兄 核 酸 纤维 缠 
于 玻 棒 一 头 ,将 其 中 的 溶剂 轻 轻 挤 出 ,可 得 DNA 样品 。 若 DNA 未 
能 形成 明显 的 纤维 ,可 采用 2000~ 3000rpm 离心 10 分 钟 , 将 沉淀 
溶 于 10ml NaCl-EDTA 洲 液 后 再 用 95% 乙 醇 沉 淀 来 获得 DNA 
样品 。 最 后 将 DNA 445 10~15ml NaCl-EDTA 洲 液 洲 解 ,保存 
此 溶液 用 于 分 析 鉴 定 。 

若 需要 ,此 DNA 样品 可 用 氯仿 / 异 戊 醇 再 处 理 以 更 彻底 去 蛋 
A. 

2. 4} BE DNA 的 紫外 测定 

取 上 述 (1 4) A DNA 样品 液 0.5ml 用 4. sii NaCl: 柠 檬 酸 
溶液 稀释 ,以 NaCl- 柠 檬 酸 液 作 空白 测定 其 Aiu。 著 该 值 大 于 工 0， 
则 需 进 一 步 稀 释 , 使 Am 最 好 落 在 0.5 一 1.0 之 间 , 同 样 测定 其 
A 280 0 


四 、 结 果 
1. 作 好 记录 ,分 析 各 步骤 中 所 有 试剂 的 作用 ,估计 对 DNA 分 
子 结构 产生 的 破坏 作用 。 
2. 计算 Asso/Aso, 说 明 你 分 离 的 DNA 样品 中 含有 多 大 比例 
的 蛋白 质 。 若 DNA 的 下 吕 为 200, 计 算 NaCl- 柠 檬 酸 溶液 中 DNA 
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的 浓度 (ng/ml) ,并 说 明 DNA 的 总 产量 。 


五 .思考 题 

1. 在 溶菌 酶 -SDS 处 理 时 为 何 溶液 粘度 增加 ? 

2. 如 何 从 炉 酸 制品 中 分 离 RNA? 

3. 若 一 纯化 的 DNA ERAN Aro =0. 5506 BH lem), HB 
DNA 的 浓度 (ug/ml)? 
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实验 五 十 七 DNA 的 Tm 值 测定 


一 、 原理 
FR DNA WME 240~310nm 的 紫外 区 具有 很 强 的 光 吸 收 ， 
其 中 最 大 光 吸 收 波长 在 260nm, 这 主要 是 DNA 中 的 味 吟 和 喀 院 


碱 基 所 致 。 当 DNA 溶液 用 变性 试剂 (如 热 、 碱 有 机 溶剂 ) 处 理 时 “ 


其 紫外 吸收 特性 发 生 剧 烈 改 变 。 如 加 热 对 DNA 紫外 吸收 的 影响 


可 以 通过 Asxsom/Aazeocsc) 对 温度 作 图 所 得 的 曲线 中 看 出 ,此 曲线 


称 为 热 变 性 曲线 或 熔 解 曲线 (可 参看 有 关 教 材 ), 光 吸收 变化 的 中 
点 对 应 的 温度 定义 为 Tm, 即 变相 温度 或 熔 解 温度 。 每 个 物种 的 
DNA 都 有 其 特定 的 Tm 值 可 用 于 鉴定 、 分 析 。 

光 吸 收 的 增加 即 增 色 效 应 是 因为 DNA 有 序 的 双 螺 旋 结 构 转 
变 成 了 无 序 的 、 不 配对 的 DNA 变性 结构 。DNA 双 螺 旋 结 构 的 维 
持 有 赖 于 互补 链 之 间 的 氢 键 .堆积 碱 基 间 的 中 水 相互 作用 和 r-x 
作用 ,所 有 破坏 这 些 作 用 的 因素 都 会 导致 双 螺旋 的 解 链 ,在 这 种 随 
机 卷曲 的 状态 下 , 碱 基 相 互 作 用 减 小 ,芳香 环 的 共振 发 生变 化 , 因 
此 引起 了 光 吸 收 的 增加 。 

Tm 的 测定 与 变性 条 件 的 研究 可 为 我 们 提供 有 关 DNA KBE 
酸 组 成 的 有 意义 信息 ,同时 也 有 助 于 判断 DNA 的 纯度 与 数量 。 


二 、 试 剂 


DNA :直接 购买 或 自己 制备 均 可 。 用 标准 NaCl- 柠 样 酸 缓冲 液 


配制 成 20ug/ml, Asgo=0- 4, 若 进行 操作 了 ,使 其 A 260= 0. 8; 
标准 NaCl- 柠 檬 酸 :0. 15mol/L NaCl,0. 015mol/L 柠檬 酸 钠 ， 
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pH7. 0; 

AMEE. OBE RGR 1); 

紫外 分 光度 计 和 石英 比 色 杯 ; 

7B ll ik BE tH Yh AY, 35.50. 70.75, 80. 85, 90, 95, 100°C (操作 


2); 
NaCl- 柠 檬 酸 的 二 甲 基 甲 酰胺 溶液 ; 
-  @0.15mol/L NaCl, 0.015mol/L 柠檬 酸 钠 ,pH7.0, 溶 于 
20% DMF; 
| Q) 0. 15mol/L NaCl, 0.015mol/L # # RH, pH7. 0, ¥& 于 
40% DMF; 3 
8) 0.15mol/L NaCl, 0.015mol/L #F & RM #H, pH7. 0, KW F 
60% DMF 。 


三 、 操 作 方 法 

1. 用 循环 恒温 装置 测 Tm 

按 操作 规程 打开 紫外 分 光 光 度 计 预 热 20 分 钟 设 定 循环 恒温 
装置 于 25"C ,进行 光 吸 收 的 初步 测定 。 

者 是 自制 DNA , 先 于 25°C 测 Axo, 用 标准 NaCl- 柠 檬 酸 溶液 
稀释 至 A:xo=0.4。 并 注意 使 其 终 体积 适合 于 比 色 杯 ( 或 lml, 或 
3ml ) 。 

以 标准 NaCl- 柠 檬 酸 溶液 于 260nm 下 调整 光 吸 收 零点 。 

然后 将 装 有 待 测 的 稀释 DNA 溶液 的 比 色 杯 置 于 分 光 光 度 计 
的 样品 室 中 ,平衡 三 分 钟 , 测 其 Aseo。 

再 将 温度 升 高 到 50"C, 取 出 比 色 杯 将 其 内 壁 的 汽 泡 赶 出 。 

继续 升温 到 80°C ,平衡 5 分 钟 后 测 Asoo 

现在 按 每 次 升 高 2°C 的 方式 升温 ,然后 平衡 温度 ( 约 5 分 钟 )， 
记录 Ayo. 按 此 方式 一 直 进 行 到 Aso RBA BA IE. 

你 应 该 看 到 有 一 个 5 ~ 10°C 的 温度 范围 ,其 Asoo WEFT 
2. 用 恒温 水 浴 装 测 Tm 
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最 少 设 定 6 个 恒温 水 浴 装 置 (50.80、85.90、95、100"C) , A 
件 许 可 ,可 以 多 设 定 几 个 , 见 材 料 和 试剂 部 分 的 说 明 ， 

按 操作 规定 预 热 紫外 分 光 光 度 计 20 分 钟 。 

DNA 溶液 的 浓度 控制 在 Axeo 王 0. 4。 

取 试 管 ( 最 少 8 支 ), 向 其 中 各 加 入 3ml DNA BR. HLT. 


温 育 15 分 钟 。 其 中 1 支 试管 放 室 温 ,二 支 试 管 放 100*C ,其 余 温度 


水 浴 各 一 支 试管 , 温 育 完 成 后 迅速 冷却 试管 ,但 室温 和 100°C 一 支 
不 用 这 样 处 理 , 而 是 置 于 冰 浴 中 放 10 分 钟 , 另 一 支 100"C 保温 的 
试管 则 缓慢 冷却 到 室温 。 

WE 59 DNA HRN Ann SOMONE REE 

至 少 放 置 1 小 时 再 测 Asoo. 

3. 二 甲 基 甲 酰胺 对 DNA 变性 的 影响 

本 实验 所 采用 的 DNA 溶液 应 控制 在 A20=0. 8 一 0. 9, 

准备 4 支 试管 按 下 表 加 各 种 试剂 ,然后 将 各 管内 的 混合 物 于 
室温 保持 15 分 钟 ,测定 各 自 的 Ar。 


itFl(ml) = 1 2 3 4 
DNA (Ago = 0. 8~0. 9) 2.0 2.0 2.0 2.0 
NaCl-DMF 0% 2.0 3 = = 
NaCl-DMF . 20% 一 2.0 
NaClL-DMF ,40% 和 2.0 - 
NaCl-DMF .60% 3 ~ = 2.0 
结果 分 析 与 思考 题 
1. 计算 各 温度 下 的 A:xsomnyAxsese ,并 以 此 比值 对 湿度 作 图 ， 
连接 各 点 成 平滑 曲线 ,估计 出 光 吸 收 增加 的 中 点 ,此 即 Tm. 
在 增色 效应 中 的 增加 百分比 是 多 少 ? 它 对 你 所 使 用 的 DNA 
样品 纯度 如 何 解释 ? 
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利用 下 式 计算 DNA 样品 中 的 GCHKSE. 
GC%=2. 44(Tm—69. 3) 

2. 就 实验 2 来 说 ,比较 两 支 在 100"C 水 浴 中 保温 的 试管 之 
Axsocn/Arzoaso NH. ~AARM AR? 根据 DNA 分 子 结构 解释 
”实验 现象 。 

3. 以 Azro 为 y 钠 对 缓冲 液 中 的 DMF 浓度 作 图 ,解释 曲线 形 
1K DMF 对 DNA 结构 有 何 影响 ? 

A. 请 预测 并 解释 在 下 列 各 种 情况 下 天 然 DNA 的 Tm 值 情 况 
CDpH12 缓冲 液 中 的 Tm We; 

@) 纯 蒸 馅 水 中 的 Tm We; 

@50% 甲醇 -水 中 的 Tm 测量 ; 

@& SDS 的 标准 NaCl- 柠 檬 酸 缓冲 液 中 的 Tm 测量 。 

5. 有 一 高 纯度 DNA 样品 ,在 25°C 时 其 Azxio 王 0. 45 ,将 该 样品 


分 成 两 份 进 行 下列 处 理 : 
im I FE fh I 
1. MFA BI 100°C © 1. 加 热 到 100°C 
Aasodiooc) 一 0. 65 其 A2iocdoocey = O- 65 
2. 冰 水 迅速 冷却 2. 非常 缓 慢 地 冷却 到 25°C 
Aioczsc) 一 0. 55 A ccotasc) = Or 20 


请 解释 在 25°C 下 为 何 会 有 不 同 的 Aio 值 ? 

3. 有 一 DNA 样品 ,纯化 学 降解 后 测 得 其 AT 含 量 为 60% ,请 
估计 其 Tm fA. 

4. 一 纯化 的 DNA 样品 在 37°C 用 脱氧 核糖 核酸 酶 温 育 ,在 5 
分 钟 内 从 该 混合 物 中 每 隔 一 分 钟 取 出 一 份 混合 液 并 测 其 Axso', 数 
据 如 下 : 


时 间 ( 分 钟 ) A 260 
0 0. 60 
1 0. 64 
2 0. 67 
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3 0. 70 mH = 
4 0. 72 } 
5 0.73 
请 说 明 DNase 对 DNA 的 作用 结果 并 解释 Azso 增 加 的 现象 。 
5. 在 操作 3 中 为 什么 在 270nm 下 测 光 吸收 和 值 , 而 不 是 在 
260nm? 
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实验 五 十 八 ， 免 肝 RNA 的 制备 


”一 、 原 理 | 
本 实验 介绍 修改 的 酚 抽 提 法 提取 RNA WOK, BPR 
的 酚 、 水 、 氯 化 钠 溶液 中 的 细胞 经 高 速 匀 浆 后 再 离心 , 酚 、 间 甲 酚 的 


. 政 水 作用 以 及 与 氢 的 键 合 迅速 使 细胞 膜 破 裂 并 使 蛋白 质变 性 , 离 


心 后 是 两 相 , 上 层 为 水 相 , 其 中 含有 水 溶性 RNA, 多 糖 和 小 分 子 极 
性 物质 * 如 核 苷 酸 、 氨 基 酸 等 ,以 及 残留 的 变性 和 蛋白质 ;下 层 为 酚 
相 , 其 中 有 变性 蛋白 质 和 DNA; 在 酚 相 和 水 相 之 间 有 一 层 凝 集 的 
变性 和 蛋白质: 水 相 再 用 酚 抽 提 一 次 以 去 除 残 留 的 变性 蛋白 ,所 得 水 
相 再 用 己 醇 沉淀 ,RNA 和 多 糖 以 加 状 沉 演出 现 , 经 离心 可 得 粗 
RNA 制品 。 该 粗 RNA 制品 继续 用 盐 抽 提 (3. Omol/L NaAc), 
rRNA 和 mRNA 这 些 大 的 多 聚 阴离子 物质 不 溶 于 此 盐 溶液 ,而 非 
离子 型 多 糖 和 小 的 离子 型 分 子 , 如 tRNA,5sRNA WAH. AAS 
心 可 得 rRNA 和 mRNA 的 混和 样品 。 


= in Fl 

苯酚 -加 甲 酚 溶液 :500g 4E HM. 70m! 间 甲 酚 ,500ml 蒸 饮水 ; 
乙醇 : 间 甲 酚 溶液 : 间 甲 酚 溶 于 95%% 乙 醇 , 使 其 浓度 为 102%% ; 
3. 0mol/L 酷 酸 钠 溶 液 .70%% 乙醇 、 无 水 乙醇 、 干冰 或 液 氮 。 


\ 操 作 方 法 
杀 死 兔子 ,迅速 取出 肝脏 ,立刻 用 液 所 或 干冰 冷冻 后 称 重 备 


oy 有 
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取 20g 肝 切 碎 ,加 入 300ml (1: 15(W/V)) @-i PR: kK: - 
1.0%NaCl 为 1:1:1 的 盐 酚 试剂 ,用 高 速 组 织 捣 碎 器 匀 浆 , 置 室 
温 下 搅拌 10 分 钟 ,再 经 3000rpm 离心 20 分 钟 。 

小 心 取 出 水 相 , 计 量 体 积 , 然 后 加 人 NaCl 使 其 终 浓度 为 
3g/100ml; 再 加 0.5 税 体积 的 盐 酚 试剂 ,室温 下 搅拌 5 分 钟 ， 以 
3000rpm 离心 20 分 钟 。 

小 心 取出 水 相 并 量 出 体积 ,加 2 倍 体积 的 冷 乙醇 - 间 甲 酚 试 
Al, FUE PRE 30 分 钟 ,使 其 充分 凝集 ,经 3000rpm mee 25 分 
钟 , 弃 去 上 清 , 可 得 粗 RNA 沉淀 。 

以 下 步骤 的 容器 和 试剂 均 需 预 冷 。 

将 粗 RNA 沉淀 用 0.5ml 3.0mol/L NaAc 湾 液 洲 解 ,用 无 菌 
于 净 玻 棒 搅 开 沉 淀 , 再 补 加 了 0Oml 3. Omol/L 醋酸 钠 液 悬浮 样品 ， 
然后 转移 到 小 离心 管 中 , 另 用 1. 5ml & 3. Omol/L NaAc RRR 
来 的 容器 后 也 一 并 转移 到 小 离心 管 中 , 经 8000rpm 离心 15 分钟， 
弃 上 清 , 沉 淀 再 重复 一 次 3.0mol/L NaAc 抽 提 ;经 8000r/min 离 
心 20 分 钟 , 所 得 沉淀 再 加 75% 冷 乙醇 ,经 12000rpm 离心 15 分 
oh, Fe LY UE A 12ml 无 水 乙醇 脱水 ,经 12000r/min 离心 15 
分 钟 FHL. REBT RA TR 2 小 时 ,可 得 RNA: 样 品 。 


四 、 结 果 分 析 

样品 干燥 后 ,精确 称 重 ,与 原始 肝 重 比较 计算 产 率 。 

所 得 样品 可 用 几 种 方法 进行 鉴定 ,一 是 测定 其 吸收 光谱 ;二 是 
用 地 衣 酚 反应 测定 核糖 含量 ;三 是 将 样品 用 碱 水 解 方法 产生 的 核 
将 酸 产 物 进 行 纸 电 泳 鉴定 ;四 是 用 PAGE SX Sit Ht BB BE BBC Ok WH FE 
RNA 的 大 小 。 
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实验 五 十 九 大 肠 杆 菌 ColEI 质粒 的 
大 量 制备 与 纯化 


质粒 DNA 是 一 种 有 用 的 克隆 载体 ,存在 于 细菌 细胞 中 ,是 一 
种 共 价 闭合 的 环 状 DNA, 它 们 在 空间 结构 上 与 寄主 染色 体 不 在 一 
起 :其 存在 通过 生物 素 抗 性 的 遗传 特征 来 证 实 , 在 分 子 遗 传 学 和 基 
因 工程 的 研究 中 常常 要 涉及 到 质粒 DNA 的 分 离 , 其 目的 不 外 乎 
以 下 几 种 情况 :构建 新 的 重组 质粒 ;@) 利 用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 
其 分 子 量 ;@ 限 制 性 酶 切 消 化 的 电泳 分 析 ; 中 建立 限制 性 酶 切 图 
谱 ;@ 核 背 酸 序列 分 析 ;@ 杂 交 试 验 。 

目前 已 建立 了 几 种 分 离 质 粒 DNA 的 方法 ,但 产物 纯度 不 一 
样 , 每 种 方法 都 会 涉及 三 个 基本 步骤 :细菌 的 培养 和 质粒 的 扩 增 ， 
细菌 的 收集 和 有 裂解 ,质粒 DNA 的 提取 纯化 。 目 的 不 同 , 所 需 质 粒 
的 纯度 要 求 也 不 一 样 。 

质粒 DNA KS FAA DNA 的 特征 除了 前 面 提 到 的 质粒 
DNA 是 以 共 价 闭合 环 状 形 式 存 在 外 ,还 有 质粒 DNA 比 染 色 体 
DNA 要 小 得 多 ,利用 这 样 的 结构 差别 ,进行 质粒 DNA 和 染色 体 
DNA 的 分 离 ,其 原理 主要 有 这 样 三 个 范畴 : 

a. 利用 质粒 DNA 和 一 定 固 相 之 间 的 专 一 相互 作用 分 离 之 ， 
如 硝酸 纤维 素 膜 和 羟 磷 灰 石 的 吸附 。 

b. 利用 各 种 试剂 选择 性 沉淀 染色 体 DNA。， 而 质粒 DNA 对 极 
性 PH 温度 或 其 它 变 性 试剂 具有 一 定 的 抗 性 。 

c. 当 有 染料 插 人 DNA 时 ,这 两 种 类 型 的 DNA 的 沉降 行为 明 
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显 不 同 , 此 法 可 用 高 纯度 质粒 DNA 的 获得 。 

本 实验 中 我 们 介绍 煮沸 法 分 离 质粒 DNA 的 方法 以 及 超 离心 
法 的 进一步 纯化 .其 中 的 高 温 处 理 主要 有 两 个 目的 ,一 是 使 染色 体 
DNA READ MEE ,形成 不 溶 凝 胶 , 可 进一步 通过 离心 去 除 ,二 
是 使 脱氧 核糖 核酸 酶 和 其 它 蛋 白质 发 生变 性 ,而 质粒 DNA 在 加 
热处理 时 尽管 有 部 分 变性 ,但 冷却 后 可 重新 形成 双 螺 旋 结 构 。 

氯 化 饮 - 溴 化 乙 锭 平衡 离心 法 分 离 质粒 和 染色 体 DNA 取决 
于 溴 化 乙 锭 与 线 状 以 及 闭合 环 状 DNA 分 子 的 结合 量 不 同 。 溴 化 
乙 锭 通过 嵌 人 碱 基 之 间 而 与 DNA 结合 ,进而 使 双 螺 旋 解 旋 , 闭 环 
质粒 DNA 结合 的 溴 化 乙 锭 有 限 ,而 线 状 DNA 则 结合 更 多 的 省 化 
乙 锭 ,直到 饱和 ( 约 每 2 个 碱 基 结合 LOAF REA) HERA 
结合 量 不 同 , 线 状 和 闭环 DNA 分 子 在 含有 饱和 量 溴 化 乙 锭 的 氧 
化 饮 梯 度 中 浮力 密度 不 同 ,最终 得 以 纯化 。 其 缺点 是 晶 贵 费时 , 且 
有 溴 化 乙 锭 的 潜在 危险 性 ,目前 已 有 更 好 的 替代 方法 。 


. 质粒 DNA 的 分 离 


一 、 试 剂 号 

E. Coli 细胞 ; 

标准 Tris 缓冲 液 :0.01mol/L Tris-HCl, 0. lmol/L NaCl. 
0. Immol/L EDTA ,pHB8. 0, 冷 藏 保存 ; 

溶菌 酶 溶液 (10mg/ml) :用 标准 Tris 缓冲 液 配 制 * 新 鲜 配 制 ; 

ASAE AT KBE AD BL. 


操作 方法 
1. 将 100ml 培养 物 于 4000Xg 离心 (4"C)10 分 钟 FHA EM. 
2. 向 该 沉淀 中 加 大 含 NaCl 和 EDTA 的 标准 Tris 缓冲 液 重 
新 悬浮 ,4000Xg 离心 10H KK EAR. 
3. 用 15ml 的 标准 Tris 缓冲 液 悬 浮沉 淀 , 并 转移 到 50ml 容量 
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四 


OHA. 


- 


4. 加 2. Om! 溶菌 酶 溶液 。 

5. 用 一 个 夹子 把 锥 瓶 放 在 本 生 灯 的 明火 上 加 热 , 直 到 液体 恰 
RE FF te Wi BS, AN HE Se 

6. I BU FE EZ A Be AK KEE ORE ET KP 
时 间 刚 好 为 40 HP. 

7. RRR A KK EZ BA. 

8. 将 裂解 液 转 移 到 离心 管 中 ,12000Xg 离心 (4"C)20 4H. 

9. 将 上 清 转移 到 另 一 试管 内 贮存 ,此 溶液 中 含有 质粒 ,可 用 于 
分 析 或 进一步 的 超 离心 纯化 。 


An. FR sac RAE 离心 


— 

ee Jo A AYE Ye YR IE CsCl; 

Tris-EDTA 缓冲 液 :10mmol/L Tris-HCl & ss ee ED- 
TA,pHgs. 0; 

YR 46 Z GE (10mg /ml ) ( FA 7K Pe fF). 8 RG eh. BC 7k 
固体 CsCl fl #1) ; 

MALO RK PERAK ERR. 


二 、 操 作 方 法 

1. 测 量 从 I 获得 的 质粒 DNA FR AY RR FE lg/ml 的 用 量 
精确 地 加 人 固体 CsCl,30C 助 溶 ; 按 每 mliCsCEDNA 溶液 加 
0. 6ml 涡 化 乙 锭 涂 液 。 

2. 将 混 匀 的 溶液 转移 到 超 离心 管 中 , 离 心 管内 剩余 的 空间 用 
轻 石 晴 独 补 满 , 以 40000rpm 离心 40 小 时 普通 光照 下 在 梯度 中 
心 可 见 两 条 DNA 区 带 , 上 部 区 带 材 料 通常 较 少 ,由 线 状 的 细菌 
(染色 体 )DNA 和 带 切口 的 环 状 质粒 DNA 组 成 ;下 部 区 带 由 闭环 
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质粒 DNA 组 成 , 管 底 深 红 色 的 沉淀 是 省 化 乙 锭 -RNA BAD. 
于 CsCl 溶液 和 石 螨 油 之 间 的 是 蛋白 质 。 

3. 离心 后 收集 DNA 带 , 用 18*# 或 21# 皮 下 注射 针头 插 人 管 
内 ,针头 斜面 向 上 ,位 置 刚 好 在 下 部 红色 带 的 下 方 ; 将 质粒 DNA 
区 带 收集 到 玻璃 管 或 塑料 管 中 。 


4. FAS BAR LAY DNA 中 的 溴 化 乙 锭 .将 DNA 溶液 放 


人 玻璃 管 或 塑料 管 中 , 加 等 体积 的 异 友 醇 溶液 (预先 用 水 和 固体 
CsCl 平衡 ), 振 划 混 匀 两 相 , 用 台式 离心 机 2000Xg 离心 5 分 钟 ， 
将 下 层 水 相 移 至 一 干净 管 中 。 按 此 方法 反复 抽 提 :3 次 以 上 ,直到 粉 
红色 从 水 相 和 有 机 相 中 均 消 失 。 最 后 将 水 相 转 移 到 透析 管 中 对 标 
准 Tris-HCI/EDTA 缓冲 液 (pH8.0) 透 析 12~15 小 时 ,中 间 每 隔 
4~5 小 时 换 一 次 透析 液 , 这 步 主 要 用 于 去 除 DNA 溶液 中 的 

CsCl。 最 后 的 质粒 DNA 溶液 置 于 塑料 管 中 贮 藏 待 用 。 


L. 用 核糖 核酸 酶 消化 DNA 


一 .试剂 
I PREAH DNA 溶液 ; 
; RNaseA :用 5mmol/L Tris-HCl (pH8. 0) #2 Img/ml, # ¥ 
80°C 水 浴 加 热 10 分 钟 使 DNase 变性 ; 
RNase T: 用 50mmol/L Tris-HCl (pH8.0) 配 成 500 : 
单位 /mi, 同 前 处 理 使 DNase 变性 : 
10% + = he 3é Ga BR GA CSDS ) ,用 水 溶解 ; 
乙酸 -MOPS 缓冲 液 :0. lmol/L AR AR HA, 0. OSmol/L. MOPS, 
pH8. 0; 
异 丙 醇 .乙醇 ; 
Tris-EDTA :0.01mol/，Tris-HCI、0.01mol/L EDTA, 
pH7. 5。 
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二 、 操 作 方 法 

I 中 获得 的 DNA 溶液 进行 以 下 操作 。 

加 0. 2ml RNase A 和 0. lml RNase Ti, 混 匀 于 37°C 保温 15 
分 钟 , 加 0. 04ml 10%SDS 和 2ml 乙酸 -MOPS 缓冲 液 (pH8. 0) 。 滴 

加 4ml 异 丙 醇 沉淀 质粒 DNA ,加 蜡 丙 醇 时 要 混和 均匀 ,室温 下 放 

置 15 分 钟 后 ,于 6000rpm 离心 15 分 钟 。 用 2ml 乙酸 -MOPS 缓冲 

液 溶 解 沉淀 ( 即 质粒 DNA), HO 2 倍 体积 乙醇 沉淀 质粒 DNA ,于 

6000rpm 离心 15 分 钟 , 最 后 用 2ml Tris-HCI/EDTA & tH 

(pH7.5) 溶 解 沉淀 。 


N. RD 
C1 BBE DNA 的 分 离 : 画 出 分 离 步骤 的 流程 图 ,并 简明 解释 
每 种 试剂 和 每 一 步骤 的 用 途 。 


CID) 质粒 的 CsCl 梯度 超 离心 : 画 出 离心 后 的 离心 管 示意 图 ， 
-指出 管内 每 个 区 带 中 的 成 分 。 
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t— WARAAS lesa 


一 、 原 理 | 

用 溶菌 酶 处 理 破坏 菌 体 细胞 壁 后 ,再 在 高 pH 条件 下 CpH12 
~12.5) FA SDS 处 理 , 染 色 体 DNA RAAB MAE FRE 
的 质粒 DNA 则 具有 抗 性 ,加 入 高 浓度 酸性 乙酸 钾 - 乙 酸 缓冲 液 中 
和 碱 性 溶液 后 变性 染色 体 DNA 凝聚 成 不 溶性 块 状 物 ,SDS 与 蛋 ， 
白质 形成 复合 物 在 高 盐 浓度 下 也 沉淀 下 来 * 且 十 二 烷 基 硕 酸 钾 的 
溶解 度 更 小 。 而 质粒 DNA 则 留 在 水 相 中 3 此 方法 对 于 目前 使 用 的 ， 
所 有 大 肠 杆 菌 菌株 都 适合 ,并 可 与 随后 的 纯化 步骤 ?如 聚 乙 二 醉 沉 
淀 或 氧化 饮 - 省 化 乙 锭 梯度 平衡 离心 等 一 并 联合 使 用 


二 、 材 料 与 试剂 

大 肠 杆 菌 。 

溶液 : Hi 4 H-Tris-HCI-EDTA 洲 液 (GET) 
50mmol/L 葡萄 糖 
25mmol/L Tris-HCICPH8. 0) 
10mmol/L EDTA(pH8. 0) & 10Ibf/in’ 

(6.895X10 Pa) 高 压 下 蒸气 灭 菌 15 分 钟 ,4"C 贮存 。 
溶菌 酶 溶液 :10mg/ml , 溶 于 10mmol/L Tris-HCI(pH8. 0). 
溶液 :0.2mol/L NaOH( 临 用 前 用 10mol/L. 贮存 液 稀释 ) 

1%SDS 
te I 
5mol/L 乙酸 钾 60ml 
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UK Z, BR acter: 
7K 28. 5ml 
He wR PAK BE 3mol/L, Z MRE Smol/L, 
_ TE(pH8. 0) 3 wh wk : 
10mmol/L Tris-HCl (pH8. 0) 
Immol/L EDTA (pHB. 0) 


三 、 操 作 方 法 

将 洗 过 的 500ml 培养 物 的 细菌 沉淀 物 悬 浮 于 10ml 溶液 1 
中 ,加 lml 新 配制 的 溶菌 酶 溶液 ,加 20ml 新 配制 的 溶液 工 , 盖 紧 
瓶 盖 , 缓 缓 颠 倒 离 心 瓶 数 次 ,以 充分 混 匀 ,于 室温 放置 5 一 10 分 钟 
后 ,加 15ml 用 冰 预 冷 的 溶液 工 , 封 住 瓶 口 ,摇动 离 心 瓶 数 次 以 混 
匀 内 容 物 ,此 时 应 不 再 出 现 分 明 的 两 个 液 相 。 

用 Sorvall GS3 转 头 (或 与 其 相当 转 头 ) 于 4?C 以 4000rpm 离 
心 15 分 钟 , 用 4 层 干 酷 包 布 把 上 清 过 滤 至 250ml 离心 瓶 中 ,加 
0.6 倍 体积 的 异 丙 醇 , 充 分 混 匀 ,于 室温 放置 10 分 钟 。 

FA Servall GS3 转 头 于 室温 以 5000r/min 离心 15 分钟, 回收 
BR) >a EA. MAO ,倒置 离心 瓶 使 残余 上 清 液 流 尽 ,于 
室温 用 70%% 乙 醇 洗 涤 沉 淀 和 管 壁 。 倒 出 乙醇 ,用 真空 干燥 装置 除 
尽 乙 醇 。 

用 3ml TE(pH8. OBR RIA BRITE. Wie AL DNA 可 用 
RNase (lpg) #— EB RNA 48 Jit, th BY FSA A -IR 1b ZG BE 
Y 5 7 > RR CZ, = BAT BE VE SRL DNA 的 进一步 纯化 。 
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附 二 SDS 3 裂解 法 大 量 制备 质粒 了 DNA 


一 、 说 明 
本 法 适合 于 大 质粒 (大 于 15kb) 的 提取 ,但 其 产量 要 低 得 多 。 


二 、 材 料及 试剂 
蔗糖 -Tris HK 10% FE 
50mmol/L Tris-HCl (pH8. 0) 

溶菌 酶 溶液 :10mg/ml, AH 10mmol/L Tris-HCl (pHs. 0) #2 
制 。 

0. 25mol/L EDTA 溶液 (PH8:0)。 

10%SDS、5molL NaCl、 酚 :氯仿 氯仿 ATITE 组 冲 液 @pH8. 04 
Ce. 


= REA 

1. 将 来 自 500m! 培养 物 的 细菌 沉淀 物 洗 过 后 悬浮 于 10m! 用 
冰 预 冷 的 芒 糖 -Tris 溶液 中 ,然后 转移 到 30ml 带 盖 螺 口 塑 料 试管 
rh 

2. 加 2ml 新 配制 的 溶菌 酶 溶液 ,加 8ml 0. 25mol/L. EDTA 
(pH8. 0) ,将 管 倒 置 数 次 以 混 匀 悬 液 , 在 冰 上 放置 10 分 钟 。 

3. 加 4ml 10% SDS ,立即 用 玻 棒 迅 速 混 匀 内 容 物 ,使 SDS 均 
匀 分 散 到 整个 细菌 悬 液 中 ,操作 应 温和 小 心 。 

4. 立即 加 入 6ml Smol/L NaCl( 终 浓度 为 lmol/L) ,再 次 用 玻 
棒 温 和 而 彻底 地 混 匀 内 容 物 , 在 冰 上 放置 至 少 1 小 时 。 
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5. 于 4°C 用 Beckman Ti50 型 转 头 (或 与 其 相当 的 转 头 ) 以 
30000rpm 离心 30 分 钟 ,去掉 高 分 子 量 DNA 和 细菌 碎片 。 小 心 将 
上 清 转移 到 一 个 50ml 的 塑料 离心 管 中 , 弃 去 沉淀 物 。 

6. 上 清 液 用 酚 :氯仿 和 和 氯仿 各 抽 提 一 次 。 

7. 将 水 相 转 移 到 一 -250ml 离心 瓶 中 ,于 室温 加 人 2 倍 体积 的 
( 约 60ml) 乙 醇 , 充 分 混 匀 ,室温 放置 1 一 2 小 时 。 于 4"C 下 以 5000 
Xg 离心 207 AKER. 

8. 弃 上 清 , 于 室温 用 70% 乙 醇 洗 涤 沉 淀 物 。5000Xg 离心 20 
分 钟 , 去 除 乙 醇 , 将 离心 管 倒置 于 纸巾 上 使 最 后 残存 的 乙醇 流 干 。 
在 真空 干燥 器 中 短 时 间 干 燥 沉 淀 物 ,但 不 要 使 之 完全 王 燥 。 

9. 用 3mlTE(pPH8.0) 游 解 DNA, 它 可 以 通过 氯 化 饮 -省 化 乙 
锭 梯度 平衡 作 进一步 的 纯化 。 
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SEMG7VT BREAD BS XT A 
DNA 的 消化 


一 、 原 理 

限制 性 内 切 酶 催化 双 链 DNA 特定 的 磷酸 二 酯 键 断 裂 。 根 据 限 
制 性 内 切 酶 的 识别 位 点 和 核酸 断裂 性 质 大 致 可 以 将 其 划分 为 三 种 
JE, | 型 能 识别 双 股 DNA 上 的 一 个 部 位 ,而 在 另 一 随机 部 位 单 ” 
链 裂 解 DNA; 工 型 能 识别 DNA 上 的 一 特异 序列 ,并 在 该 序列 中 双 
Reo DNA; 开 型 是 在 距 靶 子 序列 的 一 端的 一 定 距 离 上 在 两 股 
DNA 链 上 造成 断裂 。 其 中 以 工 型 最 用 价值 ,就 一 定 的 DNA 来 说 ，， 
不 同 的 限制 性 内 切 酶 作用 后 会 产生 不 同 长 度 和 不 同 序列 的 DNA 片 
段 。 经 限制 性 内 切 酶 消化 后 的 DNA 可 以 产生 不 同 的 未 端 , 即 粘性 未 
端 或 平 齐 末 端 , 其 中 粘性 未 端 又 有 5' 粘 末端 和 3' 粘 末端 之 分 。 如 
EcoRI 消化 后 产生 te Hpal 消化 
产生 平 齐 末 端 , 这 些 有 关 的 数据 可 参考 有 关 的 书籍 。 

限制 性 内 切 酶 是 一 类 非常 昂贵 的 试剂 ,使 用 过 程 中 要 仔细 利 
用 并 有 严格 的 计划 。 每 种 限制 性 内 切 酶 都 有 特定 的 反应 条 件 , 如 特 
HN pH 范围 ,缓冲 液 组 分 , 温 育 温 度 等 ,具体 的 使 用 也 可 参考 有 
关 的 工具 书 或 文献 或 产品 说 明 。 一 般 地 温度 37"C,pH7. 5 一 8. 0 对 
大 多 数 酶 来 讲 是 适合 的 ,但 缓冲 液 的 组 分 则 变化 很 大 ,典型 的 组 分 “ 
应 有 Tris ,NaCl, MgCl, 和 和 琉 基 试剂 (如 殖 基 乙醇 或 二 硫 苏 糖 醇 六 

典型 的 反应 体系 中 包括 lpg 或 更 少 的 DNA 和 1 单位 酶 以 及 
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加 
》 
蕉 适 的 反应 介质 。 其 单位 定义 为 在 最 适 的 温度 和 pH 下 在 工 小 时 
内 降解 1wg 噬菌体 DNA 所 需要 的 酶 量 。 反 应 总 体积 通常 控制 在 
20 和 550pl 之 间 ,反应 时 间 在 工 小 时 ,而 反应 的 终止 则 由 EDTA 深 
液 的 加 入 完成 ,因为 它 能 鳌 合 核酸 酶 活性 所 必需 的 金属 离子 。 
消化 的 反应 液 可 以 通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 进行 分 析 。 
本 实验 是 了 解 限 制 性 内 切 酶 对 细菌 质粒 、》 TS DNA 或 病 
毒 DNA 的 作用 情况 。 


二 、 试 剂 | 

1. 限制 性 内 切 酶 的 消化 

DNA: :质粒 、 入 鸣 菌 体 或 腺 病毒 2, 用 Tris-HCl/NaCl/EDTA 
(pH7. 0) 配 成 0. 5mg/ml 。 

限制 性 内 切 酶 :1 单位 /pl， 冰冻 保存 备用 。 若 以 质 粒 (PBR322 
或 ColE1) 为 对 象 , 建 议 使 用 EcoRI Mi Taq] WHA A MRK 
Xt RM AA BamHI 和 EcoRI; 4 W Axia 2DNA 为 对 象 , 用 Hpal. 

ZC ba 7K « 

BamHI; 0. 2mol/L Tris-HCl, pH8.0, 0.07mol/L. MgCl,, 
lmol/L NaCl,0. Olmol/L 琉 基 乙醇 。 

EcoRI: 0.lmol/L Tris-HCl, pH7.5, 0..1mol/L MegCl,, 
Imol/L NaCl,0. Olmol/L #i#EZ BE. | 

Hpal: 0.1lmol/l Tris-HCl, pH7.5, 0.1mol/Il. MgCl., 
0. 5mol/L NaCl,0. Olmol/L 琉 基 乙醇 

终 焉 反应 液 :0.1mol/L EDTA,pH7. 

电泳 样品 溶解 液 :Tris- 乙 酸 缓冲 液 ,内 含 50% 甘 油 和 0. 25% 
YR Ft i 

2. SAAS BB BE He AB Uk 

琼脂 糖 。 

Sr AS BH ARH MK: 0. 04dmol/L Tris-Z &, 2mmol/L EDTA, 
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pH7. 8. 
溴 化 乙 锭 :10mg/ml , 溶 于 水 。 
电泳 缓冲 液 : 0.04mol/L Tris-Z, 酸 ，2mmolML EDTA, 


pH7. 8, 0. 5ug/ml 省 化 己 锭 。 


三 、 操 作 方 法 
1. 限制 性 内 切 酶 的 消化 
“1)BamHI 
取 一 支 小 试管 按 下 列 配方 准备 反应 体系 : 
15pl 无 菌 水 
2x DNA BR 
2U BamHI Jy Wit Be YR » $2 AY AD 
1 单位 BamHI 限制 性 内 切 酶 , 轻 弹 混 匀 。 
将 上 述 反应 混合 物 于 37*C 保温 :1 小 时 。 
加 2u1 EDTA 终止 反应 液 。 此 时 的 反应 体系 混合 液 可 用 于 玉 
脂 糖 凝 胶 电泳 。 
2)EcoRI 
取 一 支 小 指 管 按 下 列 配方 准备 反应 体系 : 
15 岂 无 菌 水 
2pl DNA WK 
2ul EcoRI 反应 缓冲 液 , 轻 弹 混 义 。 
1 单位 EcoRI 酶 , 轻 弹 混 匀 。 
将 上 述 反应 混合 物 于 37°C 保温 1 小 时 。 
加 2ul EDTA 终止 反应 液 。 终 止 反应 后 的 混 侣 液 可 用 手 琼脂 
糖 凝 胶 电泳 。 
3)Hpal 
取 一 支 小 试管 按 下 列 配 方 准备 反应 体系 : 
15p] 无 菌 水 
2ul DNA WH 


; 


四 - 


2ul Hpal 反应 缓冲 液 , 轻 弹 混 匀 。 
1 单位 Hpal BRISA. 

将 上 述 反应 混合 物 于 37°C 保温 1 小 时 。 

加 2ul EDTA 终止 反应 液 。 终 止 反应 后 的 混合 液 可 用 于 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 。 

2. 琼脂 糖 凝 胶 电泳 

配制 1%(W/VV) 琼 脂 糖 悬浮 液 ,用 沸水 浴 促 使 其 完全 溶解 , 然 
后 冷却 到 50"C ,加 省 化 乙 锭 溶液 使 其 终 浓度 为 0.5ng/ml。 快 速 将 
胶 液 倒 到 准备 好 的 玻璃 板 上 ,根据 需要 控制 其 厚度 为 2 一 4mm, 插 - 
好 杭 子 ,将 其 放置 30 分 钟 左 右 , 使 琼脂 糖 凝 结 , 小 心 拔 下 梳子 。 

将 琼脂 板 置 于 电泳 槽 中 ,放置 30 分 钟 。 

将 20 岂 终止 反应 后 的 混和 液 与 10pl 电泳 样品 溶解 液 混 匀 ， 
然后 向 每 个 样品 孔 加 一 个 样品 ,加 电泳 缓冲 液 于 电泳 槽 中 , 接 通 电 
源 ,控制 3V/cm K50~70V 的 总 电压 。 当 染料 移 至 胶 的 边缘 时 切 
断 电 源 。 取 出 胶 于 紫外 灯 下 检测 ,DNA 片段 将 发 出 橙 红色 荧光 。 

画 出 板 状 凝 胶 图 ,标明 各 DNA 带 的 位 置 。 
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实验 入 十 一 Southern 印迹 


一 、 原 理 

Southern 印迹 是 一 项 将 DNA 从 琼脂 糖 凝 胶 土 直接 转移 到 放 
置 在 凝 胶 面 上 的 硝酸 纤维 (INC) 膜 上 的 技术 .DNA 被 变性 .中 和 并 
通过 毛细 作用 在 高 盐 缓冲 液 中 转移 .这 种 变性 的 、 与 滤 膜 结合 的 单 
链 DNA ,在 滤 膜 烤 干 后 可 永久 地 结合 在 滤 膜 上 ,再 将 其 和 
标记 的 探 针 杂交 , 即 可 检测 杂交 的 DNA. 


= it Al 

变性 液 :0. 15mol/I. NaCl,0. 5mol/L NaOH 

中 和 液 :0. Smol/L Tris-HCl (pH7. 0),1. 5mol/L NaCl 

20 SSC:3mol/L NaCl,0. 3mol/L 柠檬 酸 钠 

VA | a WRI4 HE 100KPa 灭 菌 20 分 钟 

2x SSC; FAC ta % Uk HR RL 20 x SSC 溶液 5ml, 加 无 菌 水 
45ml 
6XSSC: 用 无 菌 移 液 管 吸 取 20X SSC EM 15ml, MEK 


75ml 


= MEA 
1. FE Se Ne BH BEBE be TKD BS DNA 。 取 出 凝 胶 , 切 去 边缘 多 祭 
部 分 ,EB 染色 ,在 紫外 灯 下 照 像 ( 放 一 标尺 ,可 从 像 片 中 读 出 DNA 
迁移 的 距离 )。 
2. 将 凝 胶 上 DNA 进行 碱 变性 处 理 : 取 22 厘米 X15 OKIE 
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一 只 , 放 和 人 0.15mol/L NaCl, 0. 5mol/L NaOH 溶液 200 毫升 ,把 
瓷 盆 放 在 20°C 恒温 振 蔓 培养 箱 内 , 振 划 -1 小 时 ,使 凝 胶 上 的 ds 
DNA 转 变 为 ssSDNA ,然后 用 重 蒸 水 冲洗 凝 胶 几 次 。 

3. 用 0. Smol/L Tris-HCl(pH7. 0) .1. 5mol/L NaCl 的 洲 液 浸 
HUME RE 20 分 钟 三 次 或 在 20°C 中 不 断 振 功 45 分 钟 ,将 凝 胶 中 和 至 
中 性 (要 测 pH) ,防止 凝 胶 的 碱 性 破坏 硝酸 纤维 膜 。 

4. 取 一 个 瓷 盆 ,在 底部 放 一 块 玻璃 板 ( 或 一 块 海 棉 ) 使 盛 器 内 
的 204% SSC 转移 溶液 低 于 玻 板 表 面 ,在 玻 板 表面 盖 一 张 3mm 的 
新 华 二 号 滤纸 ,滤纸 的 两 边 浸 没 在 20 倍 SSC 洲 液 中 ,在 玻璃 与 滤 
纸 之 间 , 赶 掉 所 有 气泡 。 

5. 把 凝 胶 底 面 朝 上 放 在 滤纸 上 , 赶 走 二 层 之 间 出 现 的 气泡 。 

6. 裁剪 一 张 硝酸 纤维 膜 , 其 长 与 宽大 于 凝 胶 1 一 2mm, 并 在 角 
上 做 记号 ,以 定 滤 膜 方位 。 先 把 它 放 在 ddH:O 中 润 湿 后 ,再 放 在 2 
倍 SSC 溶液 中 涧 湿 2 一 3 分 钟 ,然后 放 在 凝 胶 表 面 , 二 层 之 间 不 可 
有 气泡 。 

7. 然后 再 把 两 张 与 滤 膜 一 样 大 小 的 新 华 二 号 滤纸 ,在 2 倍 
SSC 洲 液 中 浸 湿 ,覆盖 在 硝酸 纤维 膜 上 ,同样 要 把 气泡 赶 走 。 

8. fE— BM rk A MBER. AA 8 一 15cm 高 , 略 小 于 滤纸 )， 
放置 在 滤纸 上 ,在 吸水 纸 上 再 放 一 块 玻璃 板 和 重 约 500 一 1500 克 
的 重 物 ( 见 图 ) 。 

9. 把 以 上 装置 放置 过 夜 或 放置 12 一 24 小 时 ,要 防止 震动 ,如 
宁 吸 水 纸 已 潮湿 ,要 小 心 更 换 一 次 (用 过 之 纸 , 不 能 重复 使 用 ,因为 
EAH. AT RR AOE). 

转移 的 速率 取决 于 DNA HER AY AK) 45 BAB BEBE TL 
(YK BE). TE 0. 8% HER 7) 1kb AY DNA, 2 小 时 转移 即 可 ,15kb 
DNA 则 需 15 小 时 以 上 。 

10. 终止 转移 时 ,可 移 去 上 面 吸 水 纸 与 滤纸 ,同时 翻转 取出 凝 
胶 与 硝酸 纤维 膜 ,把 凝 胶 的 点 样 孔 与 硝酸 纤维 膜 的 相对 应 位 置 用 
铅笔 或 解剖 针 的 针尖 作 好 标记 。 此 时 凝 胶 已 从 7 一 8mm 厚 变 成 
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1 一 2mm 厚 ,可 使 凝 胶 在 EB 中 再 染色 ,观察 是 否 还 残留 DNA 
11. 把 已 转移 了 DNA 的 硝 酚 纤维 膜 放 在 20"C 的 6 HE SSCOR 

2 倍 SSC) 溶 液 中 振 功 浸泡 5 分 钟 , 然 后 放 在 滤纸 上 吸 于 溶液 。 再 

把 它 夹 在 二 层 滤纸 之 间 ,80"C 真空 干燥 2 小 时 。 
如 果 该 膜 不 马上 用 于 杂交 ,可 封 在 塑料 袋 里 , 置 冰箱 保存 数 

日 ,或 置 于 20"C 真 室 中 * 以 滤纸 包扎 保存 。 


“实验 六 十 二 “PCR 技术 


一 、\ 原 理 

PCR 8 te chain reaction ) 即 聚合 酶 链 式 反 应 ,该 反应 
是 在 体外 合成 特异 DNA 片段 的 一 种 方法 ,是 对 传统 的 基因 克隆 、 
分 子 杂交 和 序列 分 析 等 分 子 生 物 学 方法 的 丰富 和 发 展 , 它 能 够 快 
速 、 专 一 地 扩 增 所 希望 的 目的 基因 或 DNA 片段 ,可 广泛 应 用 于 基 
础 研究 、 生 物 工程 和 医学 卫生 领域 。 

PCR 是 在 一 种 高 温 DNA 聚合 酶 (Thermostable Taq DNA 
Polyinerase) 的 作用 下 通过 引物 和 模板 DNA 的 作用 来 扩 增 
DNA。 模 板 可 以 是 基因 组 DNA, 4H DNA、 克 隆 的 DNA 序列 或 
RNA( 通 过 反 转 录 成 cDNA)。 当 已 知 一 个 目的 基因 的 序列 时 ,就 
可 以 设计 两 个 引物 ,引物 的 长 度 一 般 为 20 一 25 个 碱 基 ,其 中 一 个 
和 被 扩 增 DNA 的 3' 端 互补 , 另 一 个 是 其 也 端 序列 。 当 一 个 引物 的 
3 - 端 已 经 确定 后 ,其 下 端 可 以 加 上 适当 的 内 切 酶 切 点 等 以 利于 
PCR 产物 进一步 克隆 转化、 分 析 等 。 从 理论 上 讲 ,PCR 反应 很 简 
单 ,在 一 个 小 Eppendorf 管 中 加 入 DNA 引物 `.dNTP、 反 应 缓冲 液 
和 酶 ,然后 滴 人 和 人 一滴 矿物 油 以 防止 蒸发 , 放 人 已 调 好 反应 程序 的 温 
度 控 制 仪 上 就 可 以 了 。 典 型 的 反应 程序 是 92 一 95"C 用 于 变性 
DNA;40 一 60"C 用 于 引物 和 模板 退火 ;72"C 用 于 酶 反应 以 催化 
DNA 聚合 .当然 有 时 也 可 以 把 退火 温度 升 高 到 72*C 进行 ,就 只 有 
两 步 的 PCR 反应 。 假 设 反 应 能 够 达到 100%% 效 率 的 话 , 那 么 在 20 
个 循环 后 将 会 有 10: 倍 DNA 被 扩 增 。 
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二 、 试 剂 

1.Taq DNA 聚合 酶 ,很 多 公司 有 供应 

2. PCR 缓冲 液 : 炊 型 的 10XPCR Be wh HK Mt A 100mmol/L 
Tris-HCl, pH8. 3; 500mmol/L KCl; 0.1% gelation ( 明 胶 ) 和 
15mmol/L MgCl,. 一 般 的 酶 都 配 有 缓冲 液 (10x)， 也 可 自己 配制 ， 
灭 菌 后 贮存 于 一 20"C ,也 可 配 不 含 Mg 一 的 10 倍 贮 液 。 

3. dNTP :一 般 工 作 浓 度 为 200kmol/L，, 买 到 的 100mmol/L 
贮 液 要 存放 在 一 70"C, 可 将 此 贮 液 用 无 离子 水 释 成 好 mimnolML 的 
10 倍 缓冲 液 ,贮存 于 一 20”C。 

4.Mg*" : Meee ee 合 ,注意 Met ie — 20°C 
时 有 时 含有 少量 沉淀 ,反应 前 最 好 在 37°C 放 2 一 3 分 钟 。 一 般 工 作 
浓度 为 1.5 一 5mmol/L 。 

5. 引物 :合成 后 最 好 抽 王 , 溶 于 无 菌 水 或 TE 中 ， 测定 浓度 ， 存 

TAZA. 

6. Tih: TAR WLR AG. Ae OSE 
象 , 最 好 用 锡 铂 纸 封 好 。 


= BRIER 
1. 20ul & PCR 反应 体积 
10~250ng 植物 总 DNA( 可 参见 植物 DNA 的 提纯 ) 
2ul 10XPCR 缓冲 液 (不 含 Mg+) 
1. 2 由 25mmol/L MgCl, 
2pul 2mmol/I. dNTP 
Lul 5] (1000ng/pl) 
1 单位 的 Taq DNA 聚合 酶 一 
加 水 至 20 岂 ,然后 加 矿物 油 1 滴 , 当 PCR MMB 94°C 时 , 立 
即 放 和 人 反应 管 ( 变 性 温度 也 可 选用 92"C , 需 注意 PCR 仪 的 误差 关 
2.PCR 反应 可 参见 以 下 两 个 程序 
(194°C 3 分钟 
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- ee ia 


94°C 
55°C 
72°C 
72°C 


40 # 

1 分 钟 
2 分 钟 
10 分 钟 


35 次 循环 ,反应 后 ,4*C 或 一 20"C 存放 


@94C 3 分 钟 


94°C 
65°C 
72°C 
~ 94°C 
60°C 
Pay ae 
94°C 
55°C 
72°C 
72°C 


40 秒 

1 ne 次 循环 
2 分 钟 

40 秒 

1 分 钟 次 循环 
2 分 钟 

40 秒 


1 分钟 js 循环 


2 分 钟 
10 分 钟 , 反 应 后 ,4?*C 或 一 20"C 存放 


3. 取 Spl ROTM A lp) LHRH, AHF TAE 琼脂 糖 胶 

(%~4%) 55 | 

下 点 类 适量 的 分 子 量 标准 物 , 如 :kb marker 等 。 

5 在 60 一 80V 下 走 电泳 1 一 2 小 时 。 

6. 把 胶 放 入 lug/ml! 省 化 乙 锭 中 染色 20 分钟 (也 可 事先 加 

EB S248 6 RE 1pl 10mg/ml 的 EB 加 至 30ml 琼脂 糖 'TAE 胶 

中 ) ,对 于 较 小 的 DNA 扩 增 片段 ,最 好 电泳 后 染色 。 
7. 在 紫外 仪 上 观察 结果 并 照 像 。 


实验 六 十 三 “柠檬 酸 合 酶 的 抑制 


一 \ 原 理 
乙酰 CoA 和 草 酰 乙酸 缩合 生成 柠檬 酸 的 反应 就 是 由 柠檬 酸 
合 酶 催化 完成 的 。 
人 


CGOGO- CH, 


| | 人 
ae + CH,C—SCoA — OO —OH +CoASH 


C=O CH, 
age hie | 
该 反应 的 AG°= —7. 7kcal/mol , BR Z. BE CoA Fb, Hl ZB CoA the 
—THREAR MHD. eS RC RSE MTT RR, HT 
ee BR AS BE FE 77 TRS. MA iT SID tll eR UA EH ET 
ch A 的 其 它 衍生 物 尽 管 能 与 该 酶 结合 ,但 不 能 参与 该 催化 
”例如 ,CoASH 经 BrCH :COCH 烷 化 生成 的 丙酮 酰 CoA 就 
pai 
柠檬 酸 合成 酶 的 测定 可 通过 其 产物 一 -CoASH 的 定量 测定 
来 完成 ,其 中 需 另 一 种 试剂 ,5,5'- 二 一 基 硝 基 甲 酸 (DTNB， 
Ellman’s 试剂 ), 这 种 含 二 硫 键 的 试剂 可 与 自由 殖 基 反应 生成 混 
合 二 硫 键 和 一 自由 .的 2- 硝 基 -5- 琉 基 葵 甲酸 ,后 者 具 黄 色 , 在 
412nm 处 有 最 大 光 吸 收 。 因 此 ,溶液 的 光 吸 收 是 单位 时 间 内 
CoASH 释放 量 的 图 数 。 注 意 ， AN 7 BB YB TE FP aL 具有 必需 的 一 SH 
基 , 此 法 不 能 使 用 。 
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二 、 试 剂 

1. 丙酮 酰 CoA 的 制备 

GDCoASH 的 钠 盐 或 锂 盐 均 可 。 

四 取 15ml 水 加 到 50ml 烧杯 中 , 放 一 搅拌 子 , 再 向 水 中 加 
20pmol 二 硫 苏 糖 醇 , 边 向 溶液 表面 轻 吹 氮气 边 用 搅拌 子 搅 拌 ,加 
三 硫 苏 糖 醇 的 目的 是 还 原 已 被 氧化 了 的 CoASH。 再 加 150mg 
CoASH (Na);5( 分 子 量 约 为 822.6), 使 其 溶解 ,最 后 用 1mol/L 
NaOH 将 pH 值 小 心 调 到 8. 0 一 8. 2。 

@R 20ul 省 丙酮 至 5ml 95%% 的 乙醇 中 ,将 此 溶液 加 入 到 人 @ 步 
中 的 被 还 原 的 CoASH 溶液 中 ,pH 将 会 明显 下 降 : 再 滴 加 lmol/L 
NaOH 使 pH 回 到 8.0 一 8.2,， 同 时 缓慢 搅拌 3 Oo. Rie 
_6mol/L HCl 使 pH 降 到 3 左右 。 

力 该 酸化 溶液 冻 干 以 去 除 多 余 的 溶剂 和 溶质 。 和 干粉 溶解 到 约 
2ml 的 水 中 脱盐 。 

© FA Sephadex G-15( 如 1.5X2.5cm) 进 行 脱 盐 , 操 作 在 4"C 
下 进行 。 以 水 为 洗 脱 液 ,监测 淋 出 液 的 As 收集 具有 明显 Axs 峰 
的 溶液 ,合并 之 ,再 冻 干 贮存 待 用 。 

2. 柠檬 酸 合成 酶 :商品 酶 常 以 80 单位 /mg 的 浓度 出 售 ， 其 深 
剂 为 2. 2mol/L 的 (NH,)2SO,CpPH7) ,用 水 配制 成 40kxgyml: 的 贮存 
液 。 

3. DTNB 溶液 :用 0.05mol/L 的 Tris-HCl 缓冲 液 (pH8. 0) 配 
成 Immol/L ,其 毫 摩尔 消光 系数 suz 王 14. 4。 用 前 配制 , 需 冷 藏 , 因 
. 其 在 pPH8. 0 时 能 缓慢 水 解 产生 黄色 物质 。 

4. 草 酰 乙 酰 溶液 :用 0.05mol/L Tris 一 HCL 缓冲 液 (pH8.0) 
配 成 -2mmol/L 该 试剂 不 稳定 , 需 新 鲜 配 制 , 不 用 时 冷藏 。 

5. Tris-HCl 缓冲 液 :0.05mol/L ,pH8. 0。 

6. 乙酰 CoA 溶液 :将 0.95mg 乙酰 CoA FF 2.5ml 水 中 配 
成 约 0. 4mmol/L , 亦 需 新 鲜 配 制 且 冷藏 。 
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7. 丙酮 酰 CoA 溶液 :用 水 稀释 该 贮存 液 使 其 浓度 为 2m 
mol/L, HEE FIRM Exo = 15. 4, 


三 :操作 方法 

1. 准备 工作 

分 光 光 度 计 需 提前 30 分 钟 打开 进行 预 热 ;使 出 色 杯 小 室 达到 
热平衡 , 约 30"C。 记 录 纸 速度 为 13 一 15 厘米 /分 钟 ; 仪 器 灵敏 度 要 
大 ,0.02A 就 可 引起 足够 水 平 的 偏转 。 另 需 一 水 浴 装 置 ,温度 约 -30 
+2°C, 

每 个 分 析 程 序 均 需 全 个 比 色 杯 和 2 个 室 和 白 对 照 * 空 自卫 用 于 
分 光 光 度 计 调 零 ( 双 波长 仪器 则 需 2 个 )5 第 2 个 在 读 其 余 村 个 比 
色 标 的 吸光 值 时 使 用 ， 波长 段 为 ， 和 一 412nm, 最 好 使 用 一 次 性 塑料 
比 色 杯 。 

下 面 提供 四 个 分 析 程 序 的 操作 ,程序 于 是 二 套 无 抑制 反应 
统 ;程序 2.3 和 4 A712 fel IE Be PT OO 

2. 分 析 程 序 1 


中 按 下 表 准 备 反应 
pA (yl) 空白 Si 和 § BAS gs, 
Tris 缓冲 液 600 600 600 600 ~ 600 
OAA 100 100 100 100 100 
DTNB 100 100 100 100 100 
乙酰 CoA 0 30 50 100 150 
抑制 剂 0 0 0 0 0 


加 完 后 ,将 比 色 杯 倒置 几 次 混 匀 ,然后 均 放 人 水 浴 中 保温 5 分 钟 以 
上 ,取出 空 折 编 号 的 比 色 杯 ,各 加 和 Syl 酶 液 , 用 其 调 零 ,取出 样品 
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光路 的 空白 杯 。 


@ 分 别 加 入 酶 液 0.5.0.0.Oul。 酶 液 加 完 后 如 上 法 混 匀 ,避免 
产生 气泡 。 立 即将 Si 杯 放 人 仪器 上 并 记录 1 一 5 分 钟 的 光 吸 收 。 关 
掉 记 录 仪 ,将 纸 卷 回 第 一 次 记录 开始 的 位 置 , 使 笔 的 位 置 设置 在 上 


次 起 点 上 方 的 0.005A( 光 吸收 ) 的 位 置 。 


图 分 别 加 酶 液 0.0.5、0.Oxl。 同 @ 一 样 测定 S, 杯 , 记 录 1 一 5 


分 钟 ,再 卷 回 纸 ,做 一 个 步骤 。 


由 分 别 加 酶 液 0.0.0.5、Owl。 同 人 操作 ,记录 光 吸 收 , 卷 回 纸 、 


设置 笔 。 


人 分 别 加 酶 液 0.0.0.0、.5ul。 同 前 操作 。 程 序 1 即 告 完 成 。 


3. 分 析 程 序 2 


取 一 套 新 的 比 色 杯 按 下 列 顺序 添加 试剂 


试剂 Cul) 空白 
Tris 缓冲 液 600 
OAA 100 
DTNB 100 
乙酰 CoA 性 编 
抑制 剂 
(丙酮 酰 CoA) 
水 200 


Si: 
600 
100 
100 


30 


10 


160 


S2 
600 
100 
100 


90 


10 


140 


90 


40 


其 余 步 骤 同 分 析 程 序 1 PQ ~ GAG , 3X FE A a BE A a Fe FA 


RR 
4.- 分 析 程 序 3 


取 一 套 新 比 色 杯 , 同 分 析 程 序 1 和 2 那样 分 别 添加 Tris 缓冲 
液 \、OAA、DTNB、 乙 栈 CoA, 然 后 按 如 下 方法 加 丙酮 酰 CoA 和 


水 。 
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iA FA Cu) 3A Si S2 S; S4 


抑制 剂 

20 20 20 20 
(丙酮 酰 CoA) 
水 200 下 80 30 


同 程序 1 一 样 重复 包 一 @ 步 。 

5. 分 析 程 序 4 

取 一 套 新 比 色 杯 , 同 分 析 程 序 1 一 样 添 加 试剂 Tris 缓冲 液 、 
OAA DTNB、 乙 酰 CoA ,然后 加 丙酮 酰 CoA 和 水 。 


ik FA Cl) BA Si Ss: Sa Si 
hl 0 40 40 Phan ctyorea rs 
(A Al BE CoA) . 
水 200 130 110 60 10 


同 程序 1 一 样 重复 四 一 回 步 
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实验 六 十 四 “乳糖 合成 酶 一 
一 种 酶 调节 系统 


一 、 原理 
乳糖 合成 酶 存在 于 牛乳 和 哺乳 动物 的 腺 体内 , 它 能 催化 
UDP- 半 乳糖 和 葡萄 糖 生成 乳糖 。 整 个 乳糖 合成 是 这 样 的 : 


UTP 十 葡萄 糖 -1-P —>UDP- i 45 88 + PPi ~ 反应 
UDP- 葡 萄 糖 UDP- 半 乳糖 反应 2 
UDP- 半 乳糖 十 葡萄 糖 一 -> 乳糖 十 UDP 反应 3 


上 述 反应 1.2 和 3 分 别 由 葡萄 糖 -1- 磷 酸 尿 苷 转移 酶 \UDP- 半 乳 
糖 二 - 异 构 酶 和 乳糖 合成 酶 所 催化 。 
乳糖 合成 酶 的 活性 维持 需要 两 种 蛋 捍 , 即 %- 乳 清和 蛋白 和 半 乳 
糖苷 转移 酶 。 当 二 者 独立 存在 时 不 能 催化 乳糖 的 合成 。 在 半 乳 糖 
苷 转移 酶 单独 存在 时 ,催化 下 列 反应 : 
UDP- 半 乳糖 十 N- 乙 酰 -D- 葡 萄 糖 胺 
一 >N- 乙 酰 乳 糖 十 UDP 反应 4 
x- 乳 清和 蛋 折 是 反应 4 的 抑制 剂 , 当 没有 w- 乳 清和 蛋白 存在 时 ,尽管 葡 
萄 糖 可 以 代替 N- 乙 酰 -D- 葡 萄 糖 胺 作为 该 酶 的 底 物 ,但 乳糖 合成 
的 速率 很 低 , 此 时 N- 乙 酰 -D- 和 葡萄糖 是 半 乳 糖苷 转移 酶 的 优先 底 
物 。 当 w- 乳 清和 蛋白 存在 时 , 它 作 为 效应 物 改变 了 半 乳 糖苷 转移 酶 
的 底 物 专 一 性 ,使 葡萄 糖 成 为 优先 底 物 . 这 个 过 程 在 生理 调节 过 程 . 
中 有 非常 重要 的 意义 。 
虽然 控制 特定 的 条 件 可 以 让 反应 3 发 生 , 但 因为 该 反应 没有 
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可 藉以 直接 用 光谱 分 析 的 物质 ( 即 在 可 见 光 区 或 紫外 光 区 没有 明 一 
显 的 变化 ), 所 以 需要 与 其 它 反应 偶 联 起 来 ,使 其 终 产 物 有 显著 的 
光 吸 收 变化 。 本 实验 基于 以 下 见 步 反 应 


UDP- 半 乳糖 十 葡萄 糖 一 ~ 乳糖 十 UDP 反应 3 
UDP 十 ATP UTP+ADP 反应 5 
PEP+ADP 丙酮 酸 十 ATP 反应 6 
丙酮 酸 二 NADH 十 H 一 -~ 乳酸 二 NAD” 反应 7 


其 中 反应 5.6 和 7 分 别 由 核 背 二 磷酸 激酶 .丙酮 酸 激酶 和 乳酸 脱 
氢 酶 所 人 催化。 控制 实验 条 件 , 使 反应 3 为 限 速 反应 ,同时 加 和 人 过 量 
的 ATP、.PEP 和 NADH, 使 得 反应 7 中 的 光 吸 收 变化 与 反应 3 中 
的 UDP 生成 浓度 成 直线 定量 关系 .而 NADH 在 340nm 有 强 的 光 
吸收 ,用 NADH 的 消失 速率 直接 定量 地 反映 出 UDP 的 生成 速 
率 。 
因 本 实验 涉及 反应 较 多 ,应 小 心 控制 各 种 加 大 的 成 分 。 


二 .试剂 
0. 05mol/L Tris 缓冲 液 ,pPH7.5, 内 含 0.004mol/E MnCl,; 
0. 8mol/L 葡萄 精 溶 液 ; 
x- 乳 清和 蛋白 溶液 (1. Smg/ml); 
0. Olmol/L i BR his BF SK TA Bl BR RK CPEP) ; 
0. 001mol/L ATP; 
0. 03mol/L N-Z Bt 4 BRK (NAG); 
半 乳 糖苷 转移 酶 (0. 2 单位 /ml); 
26mg/ml 粗 制 丙酮 酸 激酶 ; 
0. 002mol/L UDP- 半 乳糖 ; 
0. 002mol/L NADH 
偶 联 分 析 工 作 液 (用 前 配制 ): 
PEP 3. Oml 
ATP 3. Oml 
266 


丙酮 酸 激酶 0. 6ml 
NADH | 3. 0ml; 
带 有 记录 仪 和 控 温 装置 的 分 光 光 度 计 ; 
石英 比 色 杯 、 恒 温水 浴 醒 。 


三 、 实 验 内 容 

CERN EMG HOR EL 

按 规 定 程 序 打 开 分 光 光 度 计 进行 预 热 , 波 长 选 定 340nm， 调 
节 石 英 杯 的 控 温 装置 设 定 温度 在 25 一 30"C 范围 内 的 某 个 定 值 , 同 
时 调节 水 浴 槽 也 在 同样 的 温度 ,并 将 除 半 乳糖 苷 转移 酶 以 外 的 所 
有 试剂 进行 预 保 温 ,而 半 乳 糖苷 转移 酶 在 冰 浴 中 保存 。 按 下 表 准 备 
TREAD (单位 为 ml 一 次 分 析 一 个 ,就 1 号 来 说 ,将 每 种 试剂 
按 规定 数量 加 大 到 Im 比 色 杯 中 , 若 采 用 3ml 出 色 杯 ,所 有 试剂 
均 扩 大 到 ;3 倍 。: 将 比 色 杯 置 人 到 分 光 光 并 计 的 样品 槽 中 并 进行 1 
分 钟 的 温度 平衡 然后 记录 340nm 下 在 3 一 5 分 钟 内 的 光 吸 收 变 
化 。1 号 样 代表 空 白 ( 不 含 酶 ) 。 若 有 4 个 比 色 杯 ,可 一 次 完成 分 析 ， 
否则 只 能 逐个 进行 。 除 半 乳 糖苷 转移 酶 外 的 各 种 试剂 均 按 规定 数 
- 量 加 入 到 比 色 杯 内 ,水 浴 保 温 , 然 后 向 2 号 样 中 同 涩 适量 的 半 乳 糖 
苷 转移 酶 , 置 于 分 光 光 度 计 中 测定 其 于 340nm F 3~5 分 钟 内 的 
光 吸 收 变化 。 按 此 步骤 重复 测定 3、.4、5 号 样 , 记 录 各 样 的 AA。 


试剂 (ml) 1 2 3 4 5 
工作 液 均 为 0. 3ml 
葡萄 糖 或 NAG 均 为 0. Iml 
a- 乳 清 蛋白 . 均 为 0. 2ml 
UDP- 半 乳糖 均 为 0. Iml 


半 乳 糖苷 转移 酶 0 0. 05 0. 10 0.15 0. 20 
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用 N- 乙 酰 葡萄 糖 胺 代替 葡萄 糖 作 底 物 ;重复 进行 测定 ,所 加 - 
各 种 试剂 的 数量 均 在 表 中 预 以 说 明 ,没有 改动 ,最 后 记录 十 各 分 析 
样品 的 AA/ 分 钟 。 

(二 )a- 乳 清 蛋 和 白 的 影响 

在 一 系列 的 分 析 中 通过 改变 o- 乳 清 蛋 白 的 浓度 估计 出 o- 乳 
清 蛋白 对 (一 ) 中 的 标准 分 析 之 影响 。 准 备 一 个 类 私 和 于 前 表 的 表 , 其 、 
中 各 比 色 杯 内 的 w- 乳 清 蛋 白 进行 调整 ,建议 ie 乳 清 蛋白 (1.5 
mgy/ml) 的 用 量 依次 为 0.01,0. 02,0. 0450 08,0. 15 #0. 20ml, 对 
应 地 调整 Tris/MnCl 缓冲 液 的 体积 ,使 其 总 体积 保持 一 定 值 ,其 
它 试 剂 的 量 不 变 , 但 是 , 半 乳 糖苷 转移 酶 的 量 可 以 从 (一 ) 中 的 结果 
选择 ,使 AA/ 分 钟 大 约 为 0.10 BPA. 

(三 ) 以 NAG 为 底 物 时 o- 乳 清 蛋白 的 影响 

用 N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 代替 葡萄 糖 作为 底 物 准备 另 一 系列 样品 ， 
其 中 a- 乳 清 蛋 白 的 量 进 行 调 整 ,分 别 为 0.005, 0.01, 0.02 和 
0. 05ml,c-Fl ig BAN MRE A 1. 5mg/ml, apie a- 
乳 清 蛋白 分 析 样 的 AA/ 分 钟 。 


四 、 结 果 分 析 

(二 ) 半 乳糖 转移 酶 的 最 适 浓度 测定 了 

按 速率 LAA/7 分 钟 ) 对 应 于 酶 量 (ng) 非 二 表格。 AA7 耸 钟 单 但 
应 该 换算 成 另 一 种 形式 一 -单位 时 间 内 产物 形成 的 量 ,通常 以 
kmol/ 分 钟表 示 , 其 转换 严格 遵守 Beer 定律 :A 一 Ceb 或 'C 一 全 ,其 
中 A 是 每 分 钟 内 光 吸 收 的 变化 ,b JEG EK BE CHD Lem) CJ 
物 的 消光 系数 (NADH 为 6.22X103mol-: .cm-1)。 样 1 为 空白 ， 
样 2 至 样 5 为 底 物 的 反应 速率 。 以 pmol/ 分 钟 为 Bh MEE CG 
活 单位 ) 为 x 轴 作 图 ,将 各 点 连接 成 一 条 通过 原点 的 直线 si 同样 分 
析 以 NAG 为 底 物 时 的 类 似 情况 。 试 说 明 此 图 如 何 用 及 决定 二 个 
未 知 催化 活力 的 半 乳 糖 转移 酶 的 活力 大 小 。 
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(二 )a- 乳 清 有 蛋白 的 影响 
将 所 获得 的 AA/ 分 钟 这 样 的 速率 数据 换算 成 每 分 钟 所 生成 
的 产物 的 微 摩尔 数 。 利 用 所 有 数据 (包括 各 分 析 样 中 的 - 乳 清 蛋 
白 量 ,AA/ 分 钟 ,amol 产物 /分 钟 ) 作 表格 ,最 后 以 速率 (pmol 产物 
/分 钟 ,7 轴 ) 对 = 乳 清 蛋白 浓度 (mg/ 分 析 ) 作 图 。 可 获得 什么 样 的 
图 ? 是 不 是 你 期 望 的 那样 ? 如 何 利 用 此 图 决定 一 未 知 溶液 中 的 w- 
乳 清 蛋 自 浓度 ? 利用 Lineweaver-Burk 5% Eisenthal 和 Cornish- 
Bowden 作 图 法 测定 c- 乳 清 蛋 白 的 Km 值 。 

(三 ) 以 NAG 为 底 物 时 o- 乳 清 蛋白 的 影响 

将 AA/ 分 钟 换算 成 pmol 产物 /分 钟 , 同 CI) 作 图 ;解释 该 图 
ATER, EEE "- 乳 清 蛋白 的 影响 效果 怎样 ? 


五 .思考 题 


1. 提出 两 种 实验 技术 ,以 用 于 研究 %- 乳 清 蛋 白 和 半 乳 糖 转移 
酶 之 间 的 复合 关系 。 

2. 研究 实验 内 容 ( 三 ) 中 的 结果 ,并 提出 确定 FLA 
一 种 抑制 剂 的 实验 方法 。 


3. 你 怎样 利用 偶 联 法 研究 下 列 各 问题 
@ 她 糖 合 成 酶 的 底 物 专 一 性 。 

@@ 在 上 乳 清 蛋 白 有 或 无 两 种 情形 下 葡萄 糖 的 Km 值 。 
@@ 一 未 知 溶液 中 %- 乳 清 蛋白 的 浓度 。 

图 未 知 溶液 中 NAG 的 浓度 。 
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实验 六 十 五 ”大肠 杆 菌 中 蛋白 质 
合成 的 抑制 


一 \ 原 理 

及 半 乳 糖苷 酶 能 水 解 半 乳 糖 的 P 异 头 物 所 形成 的 糖 任 键 ， 在 
大 肠 杆 菌 中 ,该 酶 是 一 诱导 酶 , 即 当 有 高 浓度 的 乳糖 或 异 丙 基 -人 
D- 硫 半 乳 糖苷 (IPTG) 存 在 时 ,该 酶 的 活性 增加 。 耻 3G: catia 
的 类 似 物 ,后 者 出 现 于 乳糖 代谢 途径 当中 。 


re abe 


CH,OH CH,OH 
HO ey HO SCHCH 
OH 
On at OH 
OH 
别 乳 粮 IPTG 


B_ 半 乳糖 昔 酶 活性 的 增加 可 以 通过 这 样 几 种 方式 达到 ;一 为 
早已 存在 的 蛋白 质 催化 效率 的 提高 ,二 是 增加 蛋白 质 合成 ,三 是 降 
低 业已 存在 蛋白 质 的 失 活 。 催 化 效率 的 提高 可 能 是 别 构 效 应 的 结 
果 , 也 可 能 是 磷酸 化 方式 激活 等 .而 蛋白 质 合成 的 增加 则 源 于 编码 
该 酶 的 mRNA 翻译 活性 提高 ,或 通过 提高 该 酶 基因 的 转录 活动 进 
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而 提高 翻译 活动 。 

目前 已 知道 许多 试剂 对 蛋白 质 的 合成 有 影响 ,如 和 氯 霉 素 
CCAP) 能 抑制 肽 链 的 延伸 ; 利 福 平 (RIF) 能 抑制 RNA 的 合成 , 进 
一 步 影 响 了 翻译 。 

半 乳 糖苷 酶 的 活力 测定 用 比 色 法 进行 。 该 酶 催化 硝 基 酚 半 乳 
糖苷 水 解 产 生 半 乳 糖 和 硝 基 酚 。 硝 基 酚 半 乳 糖苷 (o-NPG) 是 无 色 
的 ,而 硝 基 酚 在 420nm 有 最 大 光 吸 收 。 因 此 可 以 利用 硝 基 酚 的 产 
生 ( 光 吸收 Aizs 增 加 值 ) 来 确定 酶 活力 , 酶 活力 单位 定义 为 在 一 定 


条 件 下 (温度 .pH) ,每 分 钟 生成 lwmol 邻 硝 基 酚 所 需要 的 酶 量 。 


注意 , 因 利 福 平 也 是 有 色 物 质 ,应 选择 合适 的 空白 管 , 以 消除 
它 对 光 吸 收 值 的 影响 。 


二 试剂 

大 肠 杆 菌 菌株 C(WR3102 和 WR1485) :虽然 许多 菌株 都 有 半 
乳糖 苷 酶 的 诱导 效应 ,但 这 两 个 菌株 较 其 它 的 效果 好 。 

基本 培养 基 (1 升 ): 称 取 10. 5g KiHPO,,4.5gKH:PO,，,1.0g 
(NH,).SO, 和 0. 5g 柠檬 酸 三 钠 。2H2;O , 溶 于 900ml 水 中 ,高 压 灭 
菌 ,冷却 后 加 入 Sm! 甘油 ,lml 的 1mol/L MgSO,。7H2O 和 Img 
盐酸 硫 胺 素 (Vit B, ) ,用 无 菌 水 定 容 到 IFA. 

0.1%%CWV/V)SDS。 

氯仿 :与 SDS 溶液 一 起 使 用 ,用 于 破 细胞 。 

异 丙 基 -ED- 硫 代 半 乳糖 苷 (IPTG): 用 基本 培养 基 配 成 
0. lmol/ 开 ,冰冻 保存 。 

氯 霉 素 (CAP) :用 基本 培养 基 配 成 1Img/ml, 先 用 很 小 体积 的 
甲醇 将 氯 霉 素 溶解 ,再 用 基本 培养 基 稀 释 到 一 定 体积 。 

利 福 平 (RIF): 用 基本 培养 基 配 成 Img/ml, ACA ABR. 

20 儿 (W/V) 葡 萄 糖 溶液 :用 基本 培养 基 配 制 。 

邻 硝 基 酚 久 半 乳糖 苷 :用 基本 培养 基 配 制 成 tmg/ml， 

1mol/L 碳酸 钠 : 用 水 配制 ,其 用 途 是 终止 酶 促 反应 ,同时 使 硝 
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基 酚 离子 化 产生 颜色 。 

缓冲 液 Z(1 升 ) : 取 16. 1gNa,HPO, « 7H,0,5. 5g NaH2PO, « 
H,0,0. 75g KC1,0. 246g MgSO, + 7H,0 ¥#¥ 750ml 水 ,加 2. 7ml 
BHR SDS pH 27.0, RRERALFA. 


三 \ 操 古方 法 

细菌 的 培养 ; 培养 过 夜 的 合适 菌株 继续 在 基本 培养 基于 培养 ， 
37°C Fett (HEA BLGA 2X 10°~5 KX 10° 细胞 /ml 此 时 Agoo= 0. 25 
一 0.70, 取 对 数 期 生长 的 细菌 用 冰 浴 冷却 ,使 之 不 能 过 度 生 长 ; 

每 组 准备 四 套 试 管 (12X75mm) ,每 套 各 13 支 ; 第 三 套 为 对 
照 ; 第 二 套 为 氯 霉 素 组 (CAP) ,用 于 毛 霉 素 温 育 ; 第 三 套 为 利 福 平 
组 CRIEFE) ,用 于 利 福 平 培育 ;第 四 套 为 葡萄 糖 组 。 另 备 两 个 试管 (第 
53 和 54 号 ) 用 于 利 福 平 单 独 存在 时 所 产生 的 背景 光 吸 收 的 校正 。 
在 试管 架 上 将 这 些 试 管 排 成 四 排 , 以 利于 各 种 独立 培育 条 件 之 间 
的 区 别 , 第 五 排 上 的 试管 用 于 测定 AA... 在 每 支管 中 加 0. 5ml 组 
冲 液 Z 和 0. 05ml SDS WR. 

每 组 还 应 备 四 支 大 试管 用 于 装 大 肠 杆菌 的 培养 物 (10ml) ，, 它 
们 分 别 标明 对 照 组 、 氯 雪 素 组 、 利 福 平 组 和 和 葡萄糖 组 。 将 它们 置 于 
37°C 的 水 浴 中 。 

在 时 间 to 时 ,向 四 支 大 试管 中 各 加 0. 05ml IPTG 溶液 ,开始 
SSL HB. RIES 。 

当 加 入 IPTG 后 的 0,3,6,9 A 12 分钟 时 ， 从 四 个 培养 天 试管 
中 分 别 转 移 0. 5ml 到 对 应 的 小 试管 中 ,并 立即 加 2 滴 和 氯仿 * 振 播 
10~15 #, 

12 分 钟 的 样品 加 完 后 ,立即 进行 下 列 操作 ,GD 向 对 照 组 加 
0.75ml HAI HIE Qi MH KAM 0. 75ml RB RM; Oa Fl 
平 组 加 0.75ml Fil HAF HR ; CO 1] A Bs HF 2A MM 0.75ml 葡萄 糖 液 。 另 
两 支 对 照 试 管 加 了 0. 5ml FG HH RIF. W Bp Wl eG AY AAyn 
值 。 并 像 其 它 试管 一 样 加 氯仿 , 振 播 。 
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: FE 15,18,22,26,30,34,42 分 钟 重 复 上 述 四 个 培养 系统 的 取 
样 ,向 小 试管 各 加 2 滴 氯 仿 , 彻 底 混 匀 。 

培育 时 间 结 束 后 开始 酶 活力 的 测定 。 在 四 套 试 管 中 有 13 个 时 
间 点 ,向 每 支 试管 中 加 0. 2ml 底 物 ,对 硝 基 葵 酚 - 半 乳糖 苷 ,向 空 
A 53.54 号 各 加 0. 2ml 水 。 立 即 混 匀 所 有 试管 ,室温 下 放置 20 
分 钟 ,再 向 各 管 加 0. 5ml 碳酸 钠 溶液 ,以 终止 酶 反应 。 

以 水 空白 来 测定 所 有 小 试管 中 溶液 的 Asz, 小 心细 将 氯仿 转 
移 到 比 色 严 中 ,和 否则 会 产生 雾 状 物 。 要 注意 经 常 清洗 比 色 严 , 因 其 
壁 土 会 有 不 溶性 沉淀 出 现 。 生 细 操 作 , 纪 搞 混 对 应 关系 ,对 利 福 平 
ARE RR Aw EBA 53.54 号 管 的 Ai 去 校正 ， 卫生 
空白 管 校 正 仪器 零点 。 


四 、 结 果 


就 四 种 培育 条 件 , 各 以 Ai 对 IPTG 诱导 时 间作 图 ,可 得 四 个 
结果 ,分别 分 析 之 。 注 意 利 福 平 的 校正 问题 。 
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实验 六 十 六 “血清 胆固醇 的 测定 . 


一 、 原 理 A | 

WL A 707k A OB Ab Be EO J RT HE, AB SW EK 
PE PRERRSTRARARMRERA EDR RSAE 
与 胆固醇 含量 成 正比 ,可 于 550nm 波长 下 进行 比 色 测定 :正常 血 


清 中 胆固醇 的 含量 有 随 年 龄 增 大 而 增加 的 趋势 ,其 平均 正常 值 在 


110~220mg/100ml, 


二 、 试 剂 
1. Omg/ml 胆固醇 贮存 液 : 将 100. Omg 胆固醇 溶 于 100ml 无 
”水 甲醇 中 。 

0. 02mg/ml 胆固醇 工作 液 : 取 2ml 胆固醇 贮存 液 加 98ml 无 
水 甲醇 。 

三 氯 化 铁 溶液 :5. 0gFeCl;。6H2O 溶 于 200ml 浓 磷 酸 中 。 

磷 硫 铁 试剂 (P-Sc-Fe 试剂 ) : 取 40ml AY = AER RAM Gi 
酸 定 容 到 500ml。 


三 、 操 作 方 法 
1. 取 两 支 带 帽 试 管 , 各 加 入 0. lml 血清 和 10ml 无 水 甲醇 , 立 
BD FA HD tie 3 (或 于 Vortex mixer 上 混 10 秒 钟 )。 
2. 将 两 支 试 管 于 台式 离心 机 上 高 速 (3000rpm) 离 心 5 分 钟 ， 
各 取 2. 0ml 上 清 液 转移 到 相应 的 锥 形 瓶 中 。 
3. RL 0. 02mg/ml 胆固醇 工作 液 2. 0ml 转移 到 第 三 个 锥 形 瓶 
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中 ,用 作 标 准 。 

4. 取 2.0ml 甲醇 如 入 到 第 四 个 锥 形 瓶 中 ,用 做 空白 。 

5. 向 4 俱 锥 形 瓶 中 缓慢 加 入 2. 0ml 的 磷 硫 铁 试剂 , 轻 轻 振 葛 
均匀 。 7 . 

6. HERO, 置 室温 30 分 钟 , 所 生 颜 色 在 1 小 时 内 稳定 。 

7. 将 上 述 各 锥 瓶 中 的 有 色 溶 液 于 550nm 下 进行 比 色 测定 , 作 
记录 。 


四 、 结 果 


A 
mg Aa RE x 200 


实验 六 十 七 “血液 中 尿素 的 测定 


一 、 原 理 

尿素 是 含 所 物质 代谢 的 终 产 物 ,正常 情况 下 由 肾脏 排出 其 含 
量 在 8 一 20mg 尿素 /100ml fh. 

本 实验 中 ,利用 脲酶 将 尿素 水 解 为 NH 和 CO:。NHs 在 硝 基 
高 铁 氰 化 钠 和 次 氯 酸 试剂 的 存在 下 转化 为 靛 酚 蓝 ,该 有 色 物 在 ， 
625nm 下 有 最 大 光 吸 收 。 利 用 已 知 浓度 的 标准 品 求 出 未 知 样 中 的 
尿素 含量 。 


二 .试剂 

2.5%% 硝 基 高 铁 氰 化 钠 : 用 水 溶解 ,棕色 瓶 贮存 。 

碱 性 次 氯 酸 试 剂 : 取 25ml A 2.5mol/L NaOH(10%) 和 
4. Oml 的 Chlorox 混 匀 ,用 水 定 容 到 100ml ,棕色 瓶 冷 藏 。 

酚 显 色 试 剂 : 取 5.0g MF 100ml 容量 瓶 口 ,加 80ml 水 和 
1. 0ml 硝 基 高 铁 氰 化 钠 浴 液 , 最 后 定 容 到 100ml ,棕色 瓶 冷 藏 。 

10mg/ml 尿素 贮 液 :2. 14g 尿素 用 100ml 水 溶解 ,再 加 1 滴 三 
所 甲烷 (实际 为 10. Omg 尿素 所 /ml ) 。 

0. 2mg/ml 尿素 工作 液 ( 实 为 0.2mg 尿素 氮 /ml): 取 2ml I 
液 加 98ml 水 。 

脲酶 溶液 :5ml 脲酶 -甘油 提取 物 用 100ml EDTA 缓冲 液 定 容 
到 100ml ,棕色 瓶 冷藏 。 

EDTA 缓冲 液 (pH6.5):5.0g EDTA 用 400ml H.O 溶解 ,用 
10%NaOH if pH 至 6. 5( 约 需 17 一 18ml) ,最 后 定 容 到 500ml, 
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三 、 操 作 方 法 


取 试 管 编号 , 按 下 表 顺 序 加 试剂 : 

试剂 (ml) 1 2 3 4 5 
0. 2mg/ml 标准 样 - 一 一 0.02 0.02 
H2O 0.0% 4 i= es ee 
血清 一 0.02 0.02 一 - 
ik 均 为 0. 02ml , 振 匀 后 于 37°C 保温 30 分 钟 
酚 显 色 试 剂 均 为 1. 0ml 

碱 性 次 握 酸 试剂 均 为 1. Oml 


混 匀 后 ,室温 放置 40 分 钟 后 转移 到 血色 素 
管 , 并 用 水 稀释 至 25ml, 混 匀 。 Ul ASA 


F 625nm 波长 下 比 色 测定 
Ages 


结果 用 mg /100ml 血清 表示 。 
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附录 一 ”生物 化 学 实验 宇 规 则 


1. 每 个 同学 都 应 该 自觉 遵守 课堂 纪律 ,维护 课堂 秩序 ;不 迟 
到 ,不 早退 ,不 大 声 谈 笑 。 

2. 实验 前 必须 认真 预习 ,熟悉 本 次 实验 的 目的 、 原 理 、 操 作 步 
又 ,懂得 每 一 操作 步骤 的 意义 和 了 解 所 用 仪器 的 使 用 方法 ,否则 不 ， 
能 开始 实验 。 吕 承 ; 

3. 实验 过 程 中 要 听从 教员 的 指导 ,严肃 认真 地 按 操作 规程 进 
行 实验 ,并 把 实验 结果 和 数据 及 时 、 如 实 记 录 在 实验 记录 本 上 , 文 
字 要 人 简练、 准确 。 完 成 实验 后 经 教员 检查 同意 , 方 可 离开 实验 室 。 。 

4. 实验 台面 应 随时 保持 整洁 ,仪器 .药品 摆 放 整齐 。 公 用 试剂 
用 毕 ,应 立即 盖 严 放 回 原 处 . 勿 使 试剂 药品 酒 在 实验 台面 和 地 上 。 
实验 完毕 ,仪器 须 洗 净 放 好 ,将 实验 台面 抹 拭 干净 ,才能 离开 实验 ) 

“了 使 用 仪器 .药品 试剂 和 各 种 物品 必须 注意 节约 。 洗涤 和 使 ， 
用 仪器 时 ,应 小 心 仔细 ,防止 损坏 仪器 。 使 用 贵重 精密 仪器 时 ,应 严 一 
格 遵守 操作 规程 ,发 现 故 障 须 立即 报告 教员 ,不 得 擅自 动手 检修 。 

6. 实验 室内 严禁 吸烟 ! 煤气 灯 应 随 用 随 关 ,严格 做 到 :人 在 火 
在 ,人 走火 灭 。 乙 醇 .丙酮 .乙醚 等 易 燃 品 不 能 直接 加 热 , 并 要 远离 
火 源 操作 和 放置 。 实 验 完毕 ,应 立即 关 好 煤气 开关 和 水 笼 头 , 拉 下 
电 间 。 离 开 实 验 室 以 前 应 认真 、 负 责 地 进行 检查 ,严防 发 生 安 全 事 
故 。 


时 


7. 废 液体 可 倒 人 水 槽 内 ,同时 放水 冲 走 。 强 酸 、 强 碱 溶 液 必 须 
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Fe FA 7K AGRE . BEA dk HE SL Be HE ft FB BEY FH Hae PE BY BED BA BE 
Hh fil PY AN BE ABI A 2k HY BR BAD ALG 

8. 仪器 损坏 时 ,应 如 实 向 教员 报告 ,并 填写 损坏 仪器 登记 表 ， 
然后 补 领 。 

9. 实验 室内 一 切 物 品 , 未 经 本 室 负责 教员 批准 ,严禁 携 出 室 
外 , 借 物 必须 办 理 登 记 手 续 。 

10. 每 次 实验 课 由 班长 负责 安排 值 日 生 。 值 日 生 的 职责 是 负责 
当天 实验 室 的 卫生 、 安 全 和 一 切 服务 性 的 工作 。 
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附录 二 ”实验 室 安全 及 防护 知识 


(一 ) 实 验 室 安 全 知识 

在 生物 化 学 实验 室 中 ,经 常 与 毒性 很 强 , 有 腐蚀 性 , 易 燃 烧 和 
具有 爆炸 性 的 化 学 药品 直接 接触 ,常常 使 用 易 碎 的 玻璃 和 瓷 质 器 
四 以 及 在 煤气 水 . 电 等 高 温 电 热 设 备 的 环境 下 进行 着 紧张 而 细致 
的 工作 ,因此 ,必须 十 分 重视 安全 工作 。 | 

1. iE A SE We SS FFG He BI TE A 2k PT 2 
所 在 处 。 离 开 实验 室 时 ,一 定 要 将 室内 检查 一 遍 , 应 将 水 . 电 、\ 煤 气 
的 开关 关 好 ,门窗 锁 好 。 

2. 使 用 煤气 灯 时 ,应 先 将 火 此 点燃, 一手 执 火柴 紧 靠 近 灯 口 ， 
一 手 慢 开 煤 气门 。 不 能 先 开 煤气 门 , 后 燃 火 柴 。 灯 焰 大 小 和 火力 强 
弱 , 应 根据 实验 的 需要 来 调节 。 用 火 时 ,应 做 到 火 着 人 在 ,人 走火 

3. 使 用 电器 设备 (如 烘箱 ,恒温 水 浴 、 离 心机 、 电 炉 等 ) 时 ,严防 
触电 ; 绝 不 可 用 湿 手 或 在 眼睛 旁 视 时 开关 电 间 和 电器 开关 。 检 查 电 
器 设备 是 否 漏 电 时 ,应 将 手背 轻 轻 触 及 仪器 表面 。 凡 是 漏电 的 仪 
器 ,一 律 不 能 使 用 。 

4. 使 用 浓 酸 , 浓 碱 ,必须 极为 小 心地 操作 ,防止 溅 失 。 用 吸 量 管 
量 取 这 些 试剂 时 ,必须 使 用 橡皮 球 , 绝 对 不 能 用 口 吸 取 。 若 不 慎 溅 
在 实验 台 或 地 面 ,必须 及 时 用 温 抹 布 氛 洗 干净。 如 果 触 及 皮肤 应 立 
即 治疗 。 
5. 使 用 可 燃 物 ,特别 是 易 燃 物 (如 乙醚 、 丙 酮 乙醇. 苯 、 金 属 钠 
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等 ) 时 ,应 特别 小 心 。 不 要 大 量 放 在 桌 上 ,更 不 应 放 在 靠 似 火 焰 处 。 
只 有 在 远离 火 源 时 ,或 将 火焰 熄灭 后 , 才 可 大 量 倾 倒 这 类 液体 。 低 
沸点 的 有 机 溶剂 不 准 在 火焰 上 直接 加 热 , 只 能 在 水 洽 上 利用 近 流 
冷凝 管 加 热 或 蒸 馅 。 

6. 如 果 不 慎 倾 出 了 相当 量 的 易 燃 液体 , 则 应 按 下 法 处 理 : 

《1) 立 即 关 闭 室 内 所 有 的 火 源 和 电 加 热 器 。 

《2) 关 门 , 开 启 小 窗 及 窗户 。 

《3) 用 毛巾 或 抹布 捧 拭 撒 出 的 液体 ,并 将 液体 拧 到 大 的 容器 
中 ,然后 再 倒 人 带 塞 的 玻璃 瓶 中 。 

7. 用 油 浴 操作 时 ,应 小 心 加 热 , 不 断 用 温度 计 测量 ,不 要 使 温 
度 超过 油 的 燃烧 温度 。 

8. 易 燃 和 易 爆 炸 物 质 的 残 酒 (如 金属 钠 、 白 磷 、 火 柴 头 ) 不 得 倒 
入 污 物 桶 或 水 槽 中 ,应 收集 在 指定 的 容器 内 。 

9. 废 液 , 特 别 是 强酸 和 强 碱 不 能 直接 倒 在 水 槽 中 ,应 先 稀释 ， 
然后 倒 人 水 槽 ,再 用 大 量 自来水 冲洗 水 槽 及 下 水 道 。 

10. 毒物 应 按 实 验 室 的 规定 办 理 审 批 手 续 后 领取 ,使 用 时 严格 
操作 ,用 后 妥善 处 理 。 


(二 ) 实 验 室 灭火 法 

实验 中 一 旦 发 生 了 火灾 切 不 可 惊慌 失措 ,应 保持 镇 静 。 首 先 立 
即 切 断 室内 一 切 火 源 和 电源 。 PREIS A EDP EAE aT 
抢救 和 灭火 。 常 用 的 方法 有 : 

1. 在 可 燃 液 体 燃 着 时 ,应 立刻 拿 开 着 火 区 域内 的 一 切 可 燃 物 
质 , 关 闭 通 风 器 ,防止 扩大 燃烧 。 若 着 火 面积 较 小 ,可 用 石棉 布 ` 湿 
布 、 铁 片 或 沙土 覆盖 ,隔绝 空气 使 之 熄灭 。 但 覆盖 时 要 轻 , 避 免 碰 坏 
或 打 翻 感 有 易 燃 溶剂 的 玻璃 器 血 ,导致 更 多 的 溶剂 流出 而 再 着 火 。 

2. 酒精 及 其 它 可 溶 于 水 的 液体 着 火 时 ,可 用 水 灭火 。 

3. 汽 油 、 乙 醚 .甲苯 等 有 机 浴 剂 着 火 时 ,应 用 石棉 布 或 砂 土 扑 
灭 。 绝 对 不 能 用 水 ,否则 反而 会 扩大 燃烧 面积 。 
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4. 金属 钠 着 火 时 ,可 把 砂子 倒 在 它 的 上 面 。 


附 表 工 某 些 物质 燃烧 时 应 用 的 灭火 齐 | 
wm 烧 物 质 | 应 用 灭火 齐 E 烧 物 质 | MRA 
* “ 胶 | 泡沫 ;二 氧化 碳 | 松节油 | OE St 7k 4 HB 
渔 沫 .三 氧化 夏 。 砂 , 二 氧化 碳 ， 
ta er ee te 
泡沫 * 二 氧化 碳 ,，- 
人 
< 四 氧化 碳 
本 
Se ee. « mS 
; A 腊 i= 化 | 


Aik 类 (高 沸 | " AZ 类 (高 沸 ik 
点 175°C 以 上 ) 点 175"C. 以 上 )- 


人 
AR 175°C WF) scr icin TK» — AAC 


5. 导线 着 火 时 不 能 用 水 及 二 氧化 碳 灭 火器 ,应 切断 电源 或 用 
DU SA 1b Kk ah | 


6. AR Ale BK 8 Ee A) FRE 5 AY FIR HO eR Si 
地 上 滚动 ,以 灭火 。 


7. 发 生火 灾 时 应 注意 保护 现场 . 较 大 的 着 火 事故 应 立即 报警 。 
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(三 ) 实 验 室 急救 

在 实验 过 程 中 不 慎 发 生 受伤 事故 ， 应 立即 采取 适当 的 急救 措 
施 。 

1. 受 玻璃 割 伤 及 其 它 机 械 损伤 :首先 必须 检查 伤口 内 有 无 玻 
璃 或 金属 等 物 碎片 ,然后 用 硼酸 水 洗 净 , 再 涂 擦 碘 酒 或 红 冬 水 , 必 
要 时 用 纱布 包扎 。 若 伤口 较 大 或 过 深 而 大 量 出 血 , 应 迅速 在 伤口 上 
部 和 下 部 扎 紧 血管 止血 ,立即 到 医院 诊治 。 

2. 烫伤 :一 般 用 浓 的 (90% 一 95%) 酒 精 消毒 后 , 涂 上 苦味 酸软 
襄 。 如 果 伤 处 红 痛 或 红肿 (一 级 灼伤 ) ,可 控 医 用 橄榄 油 或 用 棉花 沾 
酒精 甫 盖 伤 处 ; 若 皮肤 起 泡 (二 级 灼伤 ) ,不 要 弄 破 水 泡 , 防 止 感染 ; 
若 伤 处 皮肤 呈 棕 色 或 黑色 (三 级 灼伤 )， 应 用 干燥 而 无 菌 的 消毒 纱 
布 轻 轻 包 扎 好 , 急 送 医院 治疗 。 

3. 强 碱 (如 氢 氧 化 钠 , 氧 氧化 钾 )、 钠 、 钾 等 触及 皮肤 而 引起 灼 
伤 时 ,要 先 用 大 量 自 来 水 冲洗 ,再 用 5%% 硼 酸 溶液 或 2% 乙 酸 溶液 
et la 

4. 强酸 、 溴 等 触及 皮肤 而 致 灼伤 时 ,应 立即 用 大 量 自来水 冲 
ME FEU SU RRA MAM ON SALAM. 

5. 如 酚 触 及 皮肤 引起 灼伤 ,可 用 酒精 洗涤 。 

6. 若 煤气 中 毒 时 ,应 到 室外 呼吸 新 鲜 空气 ， 若 产 重 时 应 立即 到 
医院 诊治 、 

7. 水 银 容易 由 呼吸 道 进 入 人 体 ,也 可 以 经 皮肤 直接 吸收 而 引起 
积累 性 中 毒 。 严 重 中 毒 的 征象 是 口中 有 金属 味 , 呼 出 气体 也 有 气味 ; 流 
唾液 , 牙 床 及 嘴 展 上 有 硫化 冬 的 黑色 ;淋巴 腺 及 唾 腺 肿 大 。 若 不 愤 中 毒 
时 ,应 送 医院 急救 。 急 性 中 毒 时 ,通常 用 炭 粉 或 呕吐 剂 彻底 洗 胃 ,或 者 
BEATE CAN 1 升 牛奶 加 三 个 鸡蛋 清 ) 或 曹 麻油 解毒 并 使 之 呕吐 。 

8. 触电 :触电 时 可 按 下 述 方法 之 一 切断 电路 ; 

(1) 关 闭 电源 ;(2) 用 干 木 棍 使 导线 与 被 害 者 分 开 ;(3) 使 被 害 
者 和 土地 分 离 ,急救 时 急救 者 必须 做 好 防止 触电 的 安全 措施 , 手 或 
脚 必 须 绝缘 。 
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1. 挪动 干净 玻璃 仪器 时 , 勿 使 手指 接触 仪器 内 部 。 

2. 量 瓶 是 量 器 ,不 要 用 量 瓶 作 盛 器 。 量 瓶 等 带 有 磨 口 玻 璃 塞 的 
仪器 的 塞 子 ,不 要 盖 错 。 带 玻璃 塞 的 仪器 和 玻璃 瓶 等 ,如 果 暂 时 不 
使 用 ,要 用 纸 条 把 瓶 塞 和 瓶 口 隔 开 。 

3. Bi 9 A ae BE DR a LR 不 能 用 抹布 擦 
拭 , 更 不 能 用 抹布 扩 拭 仪器 内 壁 。 

4. 不 要 用 棉花 代替 橡皮 塞 或 木 塞 堵 瓶 口 或 试管 口 。 

5. 不 要 用 纸 片 覆盖 烧杯 和 锥 形 瓶 等 。 

6. 不 要 用 滤纸 称 量 药品 ,更 不 能 用 滤纸 作 记录 。 

7. 不 要 用 石蜡 封闭 精细 药品 的 瓶 口 ,以 免 挫 混 。 

8. 标签 纸 的 大 小 应 与 容器 相称 ,或 用 大 小 相当 的 白 纸 , 绝 对 不 
能 用 滤纸 。 标 签 上 要 写 明 物质 的 名 称 、 规 格 和 浓度 .配制 的 日 期 及 
配制 人 。 标 签 应 贴 在 试剂 瓶 或 烧杯 的 2/3 处 ,试管 等 细 长 形容 器 则 
贴 在 上 部 。 

9. 使 用 铅笔 写 标记 时 ,要 在 玻璃 仪器 的 磨砂 玻璃 处 。 如 用 玻璃 
腊 笔 , 则 写 在 玻璃 容器 的 光滑 面 上 。 

10. 取 用 试剂 和 标准 溶液 后 , 需 立 即将 瓶 塞 严 , 放 回 原 处 。 取 出 
的 试剂 和 标准 溶液 ,如 未 用 尽 , 切 勿 倒 回 瓶 内 ,以 免 挨 混 。 

11. 凡是 发 生 烟 雾 . 有 毒气 体 和 有 臭 味 气体 的 实验 , 均 应 在 通 
风 橱 内 进行 。 橱 门 应 紧 闭 , 非 必 要 时 不 能 打开 。 

12. 用 实验 动物 进行 实验 时 ,不 许 戏弄 动物 。 进 行 杀 死 或 解剖 
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等 操作 ,必须 按照 规定 方法 进行 。 绝 对 不 能 用 动物 .手术 器 械 或 药 
物 开 玩笑 。 

13. 使 用 贵重 仪器 如 分 析 天 平 、 比 色 计 、 分 光 光 度 计 、 酸 度 计 、 
冰冻 离心 机 等 ,应 十 分 重视 ,加 倍 爱护 。 使 用 前 ,应 熟知 使 用 方法 。 
若 有 问题 ,随时 请 指导 实验 的 教师 解答 。 使 用 时 ,要 严格 遵守 操作 
规程 。 发 生 故 障 时 ,应 立即 关闭 仪器 ,请 告知 管理 大 员 ,不 得 擅自 拆 
修 。 

14. 一 般 容 量 仪器 的 容积 都 是 在 20"C 下 校准 的 。 使 用 时 如 温 
度 差异 在 5"C 以 内 ,容积 改变 不 大 ,可 以 忽略 不 计 。 现 将 我 国 国家 
科 委 计量 局 制定 的 容量 仪器 标准 容量 的 允许 误差 列 于 附 表 2。 
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2. 常 用 酸 碱 百 分 浓度 .比重 和 当量 浓度 的 关系 
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Ee YR ECON) SHE (D) BORE AMAR: 
DXAX10 
当量 


N= 
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3. 实验 室 中 常用 酸 碱 的 比重 和 浓度 的 关系 
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HCl 


11.8 


35. 4 


6.0 


20. 0 


10 


CO CT D> 
N co “uo 


bad “A Ve) = = ioe) 
co to) 二 < [~ — 
ine) 一 -一 一 — 


CH;COOH 
Z& & | CH;COOH 


冰 乙 酸 


iS 证 


67¢ 


15N it) 


15.30.45 
( 依 反 应 而 定 ) 


H;PO, 


磷酸 


67 


NH,O 


氨水 
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草 si H€,0, * 2H,0 


H:C,H;O; bs H,O 7.00 


碳酸 钠 
磷酸 氢 二 钠 1M 358. 20 
”磷酸 二 和 氢 钾 KH.PO, 15 | 9.08 
重 铬 酸 钊 K.Cr.0; 4.9035 
碘化钾 | bal 
高 锰 酸 钾 KMnO， 0.1N 3.16 
Z MR fA NaC,H;0, 


IN 82. 04 


硫 代 硫 酸 钠 | NasS,0;。5H2O 


Av |: 


“iy 


附录 五 “常见 蛋白 质 分 子 量 参考 值 


蛋 A “ 质 
甲状 腺 球 蛋 白 [thyroglobulin(bovine thyroid) ] 
5 FR BM [urease (Jack bean) | 

4% 7% A [ferritin(horse spleen) | 

B— Wi 4q Be RE WR HF EL B— glucuronidase (calf liver) ] 
it At AM [catalase (bovine liver) ] 

藻 青 蛋白 Lphycocyanin ] 

肌 球 蛋白 Lmyosinj 

黄 味 叭 氧化 酶 Lxanthine oxidase(cream) | 

牛 六 球 蛋白 [bovine gamma globulin | 

人 六 球 蛋白 Lhuman gamma globulin ] 

醛 缩 酶 LaldolaseCrabbit muscle) ] 

A th 3% fal HK AEA Chuman ceruloplasmin ] 
酵母 醇 脱 氢 酶 [yeast alcohol dehydrogenase | 
兔 肌 脱 氢 酶 [rabbit muscle dehydrogenase ] 
A&A HA [ serum albumin dimer | 


ald spe wee ke =. 88 [rabbit muscle triose phosphate 


dehy drogenase | 


B- 半 乳糖 苷 酶 LB-galactosidase | 

碱 性 磷酸 单 酯 酶 [phosphate monoesterase alkaline | 
副 肌 球 和 蛋白 Lparamyosin | 

磷酸 化 酶 al phosphorylase a | 

A FL ict A 1k W i Lcow's milk lactoperoxidase | 

大 肠 杆 菌 磷酸 化 酶 [E. Coli phosphatase | 

血清 白 蛋 白 Lserum albumin ] 

4 & fit Lbovine transferrin | 

猪 心 苹果 酸 脱 氢 酶 Lpig heart malate dehydrogenase | 


Wi : dalton) 


分 子 量 
669000 
480000 
440000 
| 280000 
232000 
232000 
220000 
181000 
165000 
165000 
158000 
157000 
140000 
135000 
135000 


13000 


130000 
100000 
100000 
94000 
83000 
78000 
68000 
67000 
63000 


蛋 白 质 


L- 氧 基 酸 氧化 酶 [L-amino acid oxidase | 
丙酮 酸 激 酶 [pyruvate kinase ] 

4 EB fii S BE glutamate dehydrogenase | 

亮 氢 酸 肽 酶 Lieucine amino peptidase ] 

7- 球 蛋白 ,了 链 [L7Y-globulin H chain ] 

延 胡 索 酸 酶 ( 反 丁 烯 二 酸 酶 )Lfumarase | 
脂肪 醇 Llipase (porcine pancreas) | 

58 3 & GA [ovalbumin ] 

醇 脱 氢 酶 ( 肝 )[Lalcohol dehydrogenase (liver) ] 
金黄 色 葡 萄 球菌 蛋白 ALstaphylococcus aureus protein A ] 
#5 BE BE [enolase | 

肌 酸 激酶 [creatine kinase | 

D- 氮 基 酸 氧化 酶 [LD-amino acid oxidase ] 


甘油 醛 磷 酸 脱 氢 酶 [glyceraldehyde phosphate dehydro-genase ] 


原 肌 球 蛋 白 Ltropomyosin ] 
乳酸 脱 氢 酶 Llactate dehydrogenase | 
BAA [pepsin ] 


KNIKA ABA F RAH &% MH C 链 [Laspartate transcarbamy lase, 


C chain ] 


3& ik HY AL carboxypeptidase A |] 

4- i WB BF BH Lbovine carbonic anhydrase ] 

A BRB BF RE Thuman carbonic anhydrase | 
枯草 杆菌 蛋白 酶 Lsubtilisin] 

胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 ALchymotrypsinogen A | 

a- Re &€ FL EA fi [a-chymotrypsin ] 

7- 球 蛋白 。L #[V-globulin. L-chain ] 

胰 蛋 白 酶 [trypsin | 

AR I. 3 A OB GR FA OBE) [papain (carboxymethy]) ] 
大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 L[sovya bean trypsin inhibitor ] 
已 乳 球 蛋 白 BLB-lactoglobulin BJ 


296 


蛋 白 质 
烟草 花 叶 病毒 外 碗 蛋白 LTMV coat protein ] 
马 且 红 蛋白 [equine myoglobin ] 

鲸 肌 红 和 蛋白 Lwhale myoglobin ] 


天 门 冬 氨 酸 氨 甲 酰基 转移 酶 ,R 链 [aspartate transcarbamylase, 


R chain ] 
th 46 & ALh(a)emoglobin ] 


a- 乳 清 蛋 白 [a-lactalbumin | 

QB Fb Fe H&A LQB coat protein ] 

¥§ Hl BH lysozyme | : 

R17 外 壳 蛋 白 LR17 coat protein | 
核糖 核酸 酶 Lribonuclease B RNase | 
细胞 色素 C[eytochrome on 


BEE A BS CR SE FL HA BH) [chymotrypsin ] 


肌 红 蛋白 [myoglobin | 

胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ( 大 豆 )Lptrypsin inhibitor | 

糜 蛋白 酶 原 ( 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 )[chymotrypsinogen ] 
Be AR BF [carbonic anhydrase | 

转 磷 酸 核糖 基 酶 Lphosphoribosyl transferase | 
醇 脱 氢 酶 (酵母 )[alcchol dehydrogenase (yeast) | 
胃 和 蛋白 酶 原 Lpepsinogen | 

醛 缩 酶 [aldolase]] 

醇 脱 氢 酶 ( 肝 )[Lalcohol dehydrogenase (liver) | 

it At Bi catalase J, 

~ FAAR AR ERE A [thyroglobulin ] 


& 


分 子 量 
17500 
17500 
17500 - 
17000 
15500 
15500 
15000 
14300 
13750 
13700 
12200 


11000 或 
13000 


17200 
22500 
25700 
29000 
35000 
37000 
40000 
40000 
41000 
60000 
16500 
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URN 离心 机 转 数 ( 转 / 秒 ) 与 相对 
BMA RCH WARS 


人 


WE 


15007-15000 
1400+-1 4000 
1300413000 af 
12004-12000 
1100411000 


10004-10000 
9007 9000 


8000 - 
700+ 7000 

20+ 2000 | 

1st 1500 sob es 


5000 


附 图 “离心 机 转 数 与 离心 力 的 列 线 图 
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r 为 离心 机 头 的 半径 ( 角 头 ), 或 离心 管 中 轴 底部 内 壁 到 离心 
机 转轴 中 心 的 距离 ( 甩 平 头 ) ,单位 为 厘米 。 
RCE 为 相对 离心 力 , 以 地 心 引力 即 重力 加 速度 的 倍数 来 表 
示 ,一 般 用 g( 或 数字 Xz) 表 示 ， 
附 图 是 由 下 述 公式 计算 而 来 的 : 
RCGF 三 1. 19X10 一 XXX Gpm)* 
将 离心 机 转 数 换算 为 离心 力 时 ,首先 ,在 r 标 尺 上 取 已 知 的 半 
径 和 在 rpm 标尺 上 取 已 知 的 离心 机 转 数 ,然后 ;将 这 两 点 间 划 一 
.条 直线 ,在 图 中 间 RCF 标尺 上 的 交叉 点 即 为 相应 的 离心 力 数值 。 
注意 , 若 已 知 的 转 数 值 处 于 rpm 标尺 的 右边 , 则 应 读 取 RCF 标尺 
右边 的 数值 。 同 样 , 转 数值 处 于 rpm 标尺 左边 , 则 读 取 RCF 标尺 
左边 的 数值 。 
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微生物 的 沉降 系数 


(sedimentation coefficient ) 
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a WERE A 7 
ye J v- REA 8 RNA 
蛋 量 纤维 蛋白 原 9 
日 team = 
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附 图 各 种 生物 大 分 子 `. 亚 细胞 器 及 微生物 的 沉降 系数 
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* 在 25°C 时 ,硫酸 铵 溶液 由 初 浓度 调 到 终 浓 度 时 ,每 升 溶液 所 加 固体 硫酸 铵 的 克 
数 。 
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附录 九 缓冲 溶液 


由 一 定 物质 所 组 成 的 溶液 ,在 加 入 一 定量 的 酸 或 碱 时 ,其 氢 离 “ 
子 浓度 改变 甚 微 或 几乎 不 变 , 此 种 溶液 称 为 缓冲 溶液 ,这 种 作用 称 “ 
为 缓冲 作用 ,其 溶液 内 所 含 物质 称 为 缓冲 剂 。 

缓冲 剂 的 组 成 ,多 为 弱酸 及 这 种 弱酸 与 强 碱 所 组 成 的 盐 ,或 弱 
碱 及 这 种 弱 碱 与 强酸 所 组 成 的 盐 。 调 节 二 者 的 比例 可 以 配制 成 各 


种 pH 的 缓冲 液 。 
例如 : 某 一 缓冲 液 由 弱酸 (HA) 及 其 盐 (BA) 所 组 成 , 它 的 解 离 时 
方程 式 如 下 : ¥ 
HA Hy, 卡 A- BA Bs A 


若 向 缓冲 液 中 加 入 碱 (NaOH)，, 则 : 
HA 十 NaOH —>NaA + 20 
大 向 缓冲 液 中 加 入 酸 CHC1), 则 : 
BA+HCl1 —>BC1+ HA 


FA SE A Dg Pe] eH Ye Pe BH i, EE AY) BE HB RO 
酸 (CHA) 的 增加 或 减少 。 由 于 弱酸 CHA) 的 解 离 度 很 小 ,所 以 它 的 
增加 或 减少 对 溶液 内 氢 离 子 浓 度 改 变 不 大 ,因而 起 到 缓冲 作 
用 。 

实例 一 :乙酸 钠 ( 以 NaAc 表示 ) 与 乙酸 (以 HAc 表示 ) 缓 冲 
液 。 

加 入 盐酸 溶液 ,其 缓冲 作用 : 

HAc+NaAc+HCl—2HAc+NaCl 
加 入 氢 氧 化 钠 溶 液 , 其 缓冲 作用 : 
HAc 十 NaAc 十 NaOH 一 ->2NaAc 十 H2O) 
304 


实例 二 :磷酸 氢 二 钠 与 磷酸 二 氢 钠 缓冲 液 。 

加 入 盐酸 溶液 ,其 缓冲 作用 : 
NaH,PO,+Na,HPO,+HC1 -一 =2NaHPO, 十 NaC1l 

加 入 氢 氧 化 钠 溶液 ,其 缓冲 作用 : 
NaH,PO,+Na,HPO,+NaOH —~>2Na,HPO,+H,0 
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